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“ Mais les graines sont invisibles. Elles dorment dans le secret de la Terre jusqu’a ce
qu’il prenne a l'une d’elles la fantaisie de se réveiller, alors elle s’étire et pousse
timidement vers le soleil une ravissante petite brindille inoffensive.”

A. de Saint Exupéry

“Il y a trois choses qu’une femme est capable de réaliser avec rien : un chapeau, une
salade et une scene de ménage.”
M. Twain

“ Les peuples les plus civilisés sont aussi voisins de la barbarie que le fer poli l’est de la

rouille. Les peuples, comme les métauz, n’ont de brillant que les surfaces.”
A. de Rivarol

“ Un hamster de laboratoire dit a un congénére : j’ai dressé le savant. Chaque fois que
j’appuie sur ce bouton, il m’apporte des graines.”
B. Werber

“ Sylvie va au marché. Elle a 165 francs dans son porte-monnaie. Elle achete 9 laitues
a 3,20 francs et 14 laitues a 3,10 francs. Est-ce bien raisonnable 7
P. Desproges

“ J'avance que la vue d’une graine dans sa gousse mettrait en déroute le savoir de tous
les temps.”
W. Whitman

“ L’Homme porte en lui la semence de tout bonheur et de tout malheur.”
Sophocle

“I can't believe that really my time has come,
I don't feel ready, there's so much left undone.”

Iron Maiden

! Soient, respectivement, 31.31, 0.61 et 0.59 euros. ©
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NOTATIONS

ABREVIATIONS ANGLAISES fréquemment utilisées

DW
DWS
GI

GR

ICP
ICP AES
ICP MS
LOEC
NOEC
RL

TL

Discharge Water

DW Sample

Germination Index

Germination Rate

Inductively Coupled Plasma

ICP Atomic Emission Spectroscopy
ICP Mass Spectroscopy

Lowest Observed Effect Concentration
No observed Effect Concentration
Root Length

Total Length

ABREVIATIONS FRANCAISES fréquemment utilisées

CEso
ETM
ETMpt
ETMss
GBP

RI
RITS
TS

Lactuca sativa var Appia

L. sativa var Batavia dorée de printemps
Concentration d’Effet/Efficace inhibé a 50 %
Elément Trace Métallique (ETMs au pluriel)
ETM Potentiellement Toxique

ETM stricto sensus

L. sativa var Grosse Blonde Paresseuse

L. sativa var Kinemontepas

Rejet Industriel

RI issu du TS

Traitement de Surface
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ETABLISSEMENTS
OECD/OCDE Organization for Economic Cooperation and Development |
Organisation de Coopération et de Développement Economique.
US FDA US Food and Drugs Administration /
Administration américaine des produits alimentaires et médicaux.
US EPA US Environmental Protection Administration /
Administration américaine de protection de I’environnement.
OMS Organisation Mondiale de la Santé.
FAO Food and Agriculture Organization of the United Nations /

Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et
I’agriculture.

UNITES
g gramme
L litre
m metre
pnS em™ siemens
NOTATIONS

Dans tout le document, les valeurs incertaines (données indisponibles, calcul
mathématiquement impossible...) seront notées n.a. (not available), n.m. (non mesuré)

ou n.d. (non défini).

Les organismes seront cités par leur nom vernaculaire (ex. : laitue), et leur nom
scientifique, en italique, (ex. : Lactuca sativa). Les variétés seront citées selon leur nom
usuel francgais, précédé selon les cas du terme « var » (ex. : laitue var Kinemontepas, ou

Lactuca sativa var Kinemontepas).

Quelques libertés de présentation et de mise en page des articles présentés dans

ce manuscrit ont été prises. Les citations sont signifiées entre guillemets « ». Les

W

expressions et termes techniques sont signifiés entre guillemets
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AVANT-PROPOS

Avant de débuter la présentation, I'analyse et la discussion de ce travail de

doctorat, nous souhaiterions préciser les choix rédactionnels du mémoire que vous avez

sous les yeux. Malgré la forme de présentation de ce mémoire (dite “sur articles”), il

nous a paru nécessaire de développer de fagon précise mais synthétique les différents

contextes dans lesquels s’inscrivent ces travaux :

le contexte industriel : réalisé au sein du Laboratoire Chrono-Environnement,
UMR 6249 usc INRA, de "Université de Franche-Comté, financé par la Ville de
Besangon, ce doctorat est également un partenariat inscrit dans le temps (2007)

entre une équipe de recherche universitaire, des agences gouvernementales et des
entreprises d'un secteur industriel bien particulier, et localement important, le
Traitement de Surface. Cette collaboration avait alors pour objectif principal de
réduire les émissions de substances potentiellement dangereuses, comme les
éléments métalliques, via le développement et la mise en place de procédés de
décontamination économiquement et écologiquement viables (theéses de Bertrand
Sancey et de Jérémie Charles, respectivement soutenues en juillet 2011 et
décembre 2012).

le contexte de recherche : Si la chimie analytique est essentielle dans ce genre de

projet, les impacts de polluants sur I’environnement et leur évaluation n’en sont
pas moins incontournables. C’est la raison pour laquelle I’écotoxicologie, les
tests écotoxicologiques en général, et celui utilisant la laitue Lactuca sativa (L.)

en particulier, prennent une place prédominante dans ce travail.

Afin de faciliter la lecture, et parfois la compréhension, de ce manuscrit, il a

semblé intéressant de proposer, d’une part, un glossaire a la fin de ce document

(chaque mot y figurant est écrit en caractéres gras dans le texte), et d’autre part, de

présenter a la fin de chaque section un schéma bilan récapitulatif ainsi que les

références bibliographiques citées dans la section, facilitant ainsi leur acces au lecteur

intéressé.
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INTRODUCTION
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INTRODUCTION GENERALE

PARLONS-EN UN PEU...
POLLUTION(S) ANTHROPIQUE(S)

C’est un fait, avéré, acté..'Homme pollue ses environnements proches et
lointains. Il ne s’agit pas d'un jugement, pro-ceci ou anti-cela, mais d’un simple
constat. Les activités humaines, qu’elles soient domestiques, agricoles et/ou
industrielles, modifient et bouleversent plus ou moins durablement la pédosphere
(cycles biogéochimiques), latmospheére (combustion de bois, de charbon, de
plastiques...), D'hydrosphere (rejet de molécules chimiques, de particules, de
« déchets »...) et la biosphere (surpression de chasse, de péche, introduction d’especes
invasives...), depuis le Néolithique (IX®*¢ au III*™ siecle avant JC ; West et al., 1997),
I’Antiquité des Grecs et des Romains (Hong et al., 1994), la Révolution Industrielle de
la fin du XIXeme siecle (Weiss et al., 1999) jusqu’a aujourd’hui (Kampa & Castanas,
2008). Cependant, la perception des effets de ces dégradations sur ’environnement n’a
réellement débuté que dans les années 1960 (Ramade, 2007). L’édit de Charles VI roi
de France en 1382 interdisant 1’émission de fumées nauséabondes et mal odorantes dans

la ville de Paris reste anecdotique.

La pollution anthropique générale peut étre décomposée en deux grandes
catégories : la pollution aigiie (le rejet de substances polluantes dans un écosystéme
est accidentel et/ou imprévisible, comme une marée noire) et la pollution chronique
(le rejet de substances polluantes est périodique ou permanent dans un écosysteme ;
c'est le cas des émissions urbaines ou les activités agricoles). Du fait de la grande
diversité et variabilité de ces activités, les substances rejetées sont de nature et
d’origine diverses : organique, minérale (métallique), radioactive, naturelles ou
synthétiques, etc. On dénombre ainsi plus de 100000 molécules chimiques produites
et/ou utilisées par 'Homme (Depledge & Galloway, 2005), rendant leur identification
et quantification d’autant plus difficiles. Ces polluants chimiques émis dans
I’environnement se retrouvent inévitablement, plus ou moins rapidement, dans les
milieux aquatiques, sous de nombreuses formes : dissouts dans ’eau, adsorbés sur des
matieres en suspensions ou sur les sédiments du milieu, accumulés par les organismes
vivants du milieu.. (Burton, 1992 ; Xuereb, 2009). Les effets de ces polluants sur

I'environnement physico-chimique et biologique se mesurent a court terme (pollution
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aiglie : pic des concentrations de polluants, forte mortalité..) mais également a long
terme (pollution chronique : accumulation progressive dans les sédiments et le long du

réseau trophique...).

PENCHONS-NOUS UN PEU...
LE CONTEXTE ENVIRONNEMENTAL

Parmi les industries présentes en Franche-Comté, le secteur du Traitement de
Surface (TS) est incontournable : la région est la troisieme d’importance en France.
Cette filiere particuliere utilise dans ses procédés de fabrication de conséquents volumes
d’eau et de produits chimiques aux formulations principalement complexes. D’un point
de vue médiatico-environnemental, elle véhicule ainsi toujours une mauvaise image en

termes de pollution et d'impacts sur I'environnement (milieu aquatique).

Le principal probléeme environnemental du TS est celui de la forte charge
meétallique des eaux de rejets : c’est en effet un véritable cocktail d’Eléments Trace
Métalliques ou ETMs, en terme de compositions qualitative (Co, Cr, Cu, Fe, Ni, Zn...)
et quantitative (du pg au mg L7'; Tableau 0.1), reflets de l'activité industrielle
spécifique et journaliere de l'entreprise. Aux métaux s’ajoutent d’autres composés
minéraux (sels, fluorures..), des cyanures (libres ou complexés) et encore diverses
substances organiques (solvants, dégraissants, tensio-actifs...). Présentes dans les rejets
industriels de TS, toutes ces substances, en particuliers les ETMs, sont connues pour
étre toxiques pour I’'Homme et l'environnement et sont libérées dans le milieu
aquatique sous forme biodisponible, alors bioassimilable par la faune et la flore
(Boucheseiche et al., 2002). Accumulées dans les organismes, les ETMs en particulier,
elles risquent également de biomagnifier tout le long des réseaux trophiques et devenir

un danger réel.

Les réglementations, en termes de rejets (quantités et débits journaliers), sont
légions autour de lactivité du TS : régionales, nationales et européennes. Chaque
industriel, en tant qu’Installation Classée pour la Protection de 'Environnement ICPE,
doit ainsi se soumettre a un strict cahier des charges, spécifique a son activité et définit
par le Préfet. Cette autorisation administrative décrit entre autres les valeurs limites
des rejets, établies selon la nature du polluant, de Dactivité concernée, des
caractéristiques du milieu récepteur et de sa sensibilité aux perturbations chimiques. En

effet, si, selon les conventions individuelles, certains industriels doivent justifier de la
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présence et du bon fonctionnement d’une station de traitement physico-chimique sur
son site afin de pouvoir répondre du bon état chimique et biologique de ses eaux usées,
et que les systemes de décontamination mis en place génerent des eaux respectant la
reglementation en vigueur, I'abattement, métallique et/ou organique, de la pollution
n’est pas total. Pour le secteur du TS en particulier, la composition chimique
métallique n’est pas le seul aspect considéré par la législation, les autres parametres
physico-chimiques le sont également : pH, quantité de matieéres en suspension (MES),
demande chimique en oxygene (DCO), différentes formes de I'azote présentes (surtout
les nitrites), et les AOX (composés halogénés organiques adsorbables). La liste de ces

parametres varie en fonction de I'activité principale de 'industriel.
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Tableau 0.1. Valeurs limites des émissions des principaux polluants dans ’eau pour la
filiere TS (arrétés de 2006, 1998 et 1985 ; d’aprés Sancey, 2011).

Valeurs limites d’émission (mg L)

Paramétre Arrété 30/06/06  Arrété 02/02/98 Arrété 26/09/85
Ag 0,5
Al 5 0,5 5
As 0,1
Cd 0,2 0,2
CrVI 0,1 0,1° 0,1
CrlII 2 3
Cu 2 0,5* 2
Fe 5 5
Hg 0,05
Ni 2 0,5 5
Pb 0,5 0,5 1
Sn 2 2% 2
Zn 3 2 5
MES 30 100 30
CN 0,1 0,1° 0,1
F 15 15 15
NO, 20 1
Ntot 50 30 ®
P 10 10
DCO 300 150
AOX 5 1
Hydrocarbures totaux 5 10 )
pH (& 20°C) 6,5-9 5,585
Temperature (°C) < 30 < 30

# limites de concentration appliquées quand le flux journalier du parametre considéré est supérieur au seuil de 1 g j*!
pour les cyanures, et de 5 g j* pour le Pb, Cu, Cr et Ni.
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ANALYSONS UN PFEU...
LE CONTEXTE SCIENTIFIQUE

L’un des objectifs de la chimie environnementale est de déterminer les niveaux
de pollution des eaux (rejets industriels, effluents urbains, eaux souterraines, etc), et
donc de permettre d’obtenir des renseignements sur la qualité chimique des rejets. Elle
ne donne en revanche que peu d’informations concernant sa qualité biologique (Banks
& Schultz, 2005 ; Zaltauskaite & Vaisiunaite, 2010). L’écotozicologie compléte
parfaitement la chimie environnementale en permettant de construire diagnostics
d’impacts environnementaux plus précis, via la réalisation de tests biologiques ou bio-
essais. L’intérét du couplage de ces deux approches est évident : I'analyse chimique
détermine les niveaux de contamination d’un milieu et 1’écotoxicologie évalue les

conséquences environnementales de ces contaminations a plus ou moins long terme.

Il existe une pléthore de bio-essais, animaux, végétaux ou micro-biologiques,
terrestres, aquatiques ou marins, autorisant I'estimation d’effets toxiques de polluants
sur un écosysteme (Rizzo et al., 2001 ; Pandard et al., 2006). Chaque test possede ainsi
ses propres avantages et inconvénients tels que la rapidité de la réponse mesurée, la
sensibilité du modele biologique, la représentativité écologique, des résultats obtenus ou
encore le colit de mise en ceuvre. Il s’avere donc crucial de choisir soigneusement le test
a utiliser afin qu’il fournisse des informations les plus précises représentatives du milieu
récepteur. Parmi les bio-essais les plus couramment réalisés actuellement sur des
organismes aquatiques, on note le test de reproduction ou d’immobilisation de Daphnia
magna (e.g. Charles et al., 2011, 2012), le test de luminescence sur Vibrio fischeri (e.g.
Parvez et al., 2006), le test de croissance de Pseudokirchneriella subcapitata (e.g.
Aruoja et al., 2009) ou encore le test de survie impliquant le poisson zébre Danio rerio

(e.g. Navel, 2001).

Moins utilisés que les tests a indicateurs biologiques animaux, les tests de
phytotoxicité sont néanmoins treés prisés dans le domaine agronome : phytoremédiation
(Raskin et al., 1994), recyclage d’eaux usées (domestiques ou industrielles) en eaux
d’irrigation (Naaz & Pandey, 2009), ou encore utilisation de boues de station comme
amendement (Renoux et al., 2001). La laitue, Lactuca sativa (L.), fait partie des bio-
indicateurs préconisés, car relativement sensible aux polluants, notamment les
polluants métalliques (Di Salvatore et al., 2008), par plusieurs agences nationales et

internationales : ’Agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux (US
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FDA), I’Agence américaine de protection de I'environnement (US EPA), I’Organisation
de Coopération et de Développement Economiques (OCDE), et encore 1’Association
Francaise de NORmalisation (AFNOR). Malgré ces recommandations, le test laitue

reste principalement utilisé dans le domaine de 1’écotoxicologie des sols.

Ces dernieres années, notre équipe a proposé d’utiliser ce bio-indicateur végétal
comme outil écotoxicologique pour estimer non seulement l'impact de rejets industriels
de traitement de surface RITS mais également l'efficacité de procédés innovants de
traitement des eaux (Sancey, 2011 ; Charles et al., 2011). Les résultats ont démontré
que les tests normalisés de germination et de croissance de semences de L. sativa sont
des outils appropriés pour évaluer et comparer la toxicité de rejets industriels
polycontaminés. Ce test écotoxicologique normalisé, est relativement simple, rapide,
reproductible et peu onéreux. Les résultats permettent également de corréler les
concentrations en certaines substances chimiques présentes dans les rejets avec I'impact

de ces rejets. Le présent travail de these s’inscrit dans la continuité de ces études.

Si les protocoles des tests écotoxicologiques impliquant L. sativa sont
standardisés, la littérature traduit une réalité expérimentale toute différente. En effet,
d’un article a l'autre, de nombreux parametres varient, du nombre de semences par
contenant, a la nature du contenant, du volume de rejet ou de solution synthétique
testé, a la durée du test, ou encore de la variété de laitue utilisée. Dans ce travail de

these, la démarche mise en place est :

e d’une part d’étudier la variabilité des réponses écotoxicologiques par une double
approche méthodologique et physiologique, et,

e d’autre part de documenter I'impact de polluants métalliques présents dans des
rejets industriels ou dans des solutions synthétiques, seuls ou en mélange, et de
les classer selon leur phytotoxicité.

Les objectifs sont ainsi :
e la réévaluation du protocole de germination, et en particulier les différents

parametres du test comme le choix du matériel biologique d’un point de vue

variétal, et,

e Jestimation et le classement de la toxicité des principaux métaux présents dans
les rejets de la filiere TS et dans des mélanges métalliques reconstitués en
laboratoire.

Afin de présenter ces études, le mémoire s’articule en trois sections : la premiere

est une synthese bibliographique, la deuxieme et la troisieme exposent les différentes
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démarches expérimentales mise en place. Chaque section est en fait la contextualisation

d’articles scientifiques paru, accepté, soumis ou en cours d’écriture.

La section bibliographique est un large état de l'art du sujet, documentant sur
les RITS, des effets toxicologiques connus des ETMs, et de l'utilisation de la laitue
comme bio-indicateur végétal dans le cadre d'un test écotoxicologique normalisé. La
seconde section présente 1’étude de la variabilité des réponses écotoxicologiques des
semences de laitues en contact avec des rejets industriels issus de différentes filieres de
traitement de surface, ainsi que d’accumulation d’élément métalliques au sein des
plantules de laitues. La derniere section montre les résultats d’expériences menées avec
des solutions synthétiques mono- et poly-contaminées, avec des rejets industriels et des
mimes synthétiques. Cette derniere pratique est particulierement utilisée afin de définir
I'identité (nature et concentration) des principaux composés chimiques responsables de

I'impact écotoxicologique d'un rejet.

A lissue de ces sections de résultats et discussions, un bilan des travaux est
dressé au travers d’'une discussion générale, finalisée par la présentation des

perspectives envisageables a la suite de cette étude.
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INTRODUCTION

« Rien ne se perd, rien ne se crée, tout se transforme »'.

Tout processus, toute activité génere des produits et des rejets. Ce constat
s’applique dans le cas de réactions physiques, chimiques, physiologiques : c¢’est ainsi que
la photosynthése, par exemple, permet la production de matiere organique sous forme
de glucose a partir de dioxyde de carbone et d’eau et rejette du dioxygene. Mais aussi
pour les activités anthropiques : ainsi, chaque activité domestique, agricole ou
industrielle géneére des produits définis comme “déchets” s’ils ne sont pas a priori
exploitables. Les rejets industriels RI, par exemple, ont des conséquences, plus ou
moins importantes selon la nature du/des rejets, sur Penvironnement de I'Homme,
proche ou lointain, et a plus ou moins long terme. La généralisation et la
mondialisation de ces pollutions rendent essentielles les évaluations et diagnostics
environnementaux, wvia des tests écotoxicologiques, in wvitro ou in situ, sur des bio-

indicateurs.

Cette premiere section a pour but de faire un point bibliographique des
différents themes abordés par la suite. Tout d’abord, les caractéristiques des RI en
général et RITS en particulier seront définies. La composition de rejets types du TS,
ses problématiques environnementales, notamment sa charge en ETMs, et législatives
seront présentées. Quelques données de base d’écotoxicologie permettront d’expliquer
I'importance des tests écotoxicologiques pour compléter les analyses chimiques des
rejets ainsi qu’une synthese des effets connus des ETMs sur les végétaux. La derniere
partie sera enfin consacrée a l'indicateur biologique utilisé lors de ce doctorat : la laitue

Lactuca sativa L.

! Maxime d’Anaxagore (500-428 av. JC) « Rien ne nait, ni ne périt, mais des choses déja existantes se combinent, puis se
séparent de nouveau », reformulée en 1789 par Antoine Lavoisier (1743-1794).
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1 REJETS

1.1 Rejets Industriels en général

Il faut tout d’abord distinguer deux termes tres souvent assimilés : effluent et

rejet. En effet, si un effluent (ou une eau) industriel peut étre traité, un rejet industriel

est une eau traitée, bientot déversée dans le milieu aquatique naturel ou envoyée en

station d’épuration : en clair, un rejet est un effluent, un effluent n’est pas un rejet.

Les rejets sont aussi divers que les secteurs industriels (Tableau 1.1) : fonderie,

sidérurgie, traitement de surface..Les RI varient méme au sein d'un seul métier. Les

composés présents dans les eaux a traiter peuvent étre classés en 4 grandes catégories

(Sigg et al., 2014 ; Figure 1.1) :

1)

Les matiéres en suspension (MES), ont une taille supérieure a 100 pm.

Minérales, organiques et/ou biologiques, les MES sont I’ensemble des matieres
solides non dissoutes visibles a I'ceil nu. La quantité de MES dans une eau, dans
un rejet.. définit sa turbidité. Un exceés de MES dans un milieu aquatique
naturel (lagune, cours d’eau, estuaire etc) peut avoir deux types d’effets
néfastes : physique dans un premier temps, par formation d’un écran bloquant la
pénétration de la lumiere (diminution de la photosynthese et conséquences le
long de la chaine alimentaire, jusqu’'a atteindre I’eutrophisation du milieu), ou
encore en colmatant les branchies des poissons (Brosse et al., 2011) ; chimique
dans un second temps, la sédimentation des MES générant une réserve
potentielle de pollutions/polluants ;

Les matieéres colloidales (MC) et/ou supracolloidales (MsC), sont des MES
(leur taille est d’environ 1 pm ; on parle de particules supracolloidales quand

leur taille est comprise entre 1 et 100 pm) : elles peuvent étre retenues par
filtration ou centrifugation. Plus fines que les MES stricto sensus, elles opposent
également une grande stabilité physique (forces de répulsion, de van der Waals
etc..) qui leur confére une décantation tres lente voire impossible sous le seul
effet de la gravité. La quantité de MC influence le caractere plus ou moins
turbide de I’eau, mais également sa couleur ;

Les matieéres dissoutes (MD), ou solubles, sont par définition invisibles, et

généralement composées, pour les RI, de matiere organique!, de colorants,
d’ETMs et de composés azotés et organo-phosphorés. On peut distinguer deux
fractions des MD : biodégradables et non-biodégradables. La charge métallique

! La charge organique d’un échantillon est “estimée” par la mesure de la DCO (Demande Chimique en Oxygene) ou de la

mesure plus récise du COT (Carbone Organique Total)
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d’un effluent ou d’un rejet pose ainsi de sérieux problemes environnementaux car
non-biodégradable. Les charges azotées et phosphorées n’en sont pas en reste
puisque leur exceés participe au(x) processus d’eutrophisation d'un systéeme
(Audoin, 1991) ;

4) Les matiéres non miscibles (MnM), ou immiscibles, ne se mélangent pas a la

fraction aqueuse de l'eau: les huiles (huiles de coupes, hydrocarbures,
dégraissants...) se dissolvent en effet tres peu et se lient aux différents additifs de

fabrication (phénols amines aromatiques...).

Diamétre [m]

10-10 10:° 10 107 106 105 10+ 10 102
1 1 1 1 1 1 1 1 1 ~
| 1 1 1 1 1 1 1 1 -
A nin jun i
| i i i € T >t : 1 Phytoplancton
| : ] i —> i ; 1 Bactérie
i ; > i 1 ! ; ! Virus
| | | | : | — - MES
| i | i € T >| i : MsC
i i | : <«——> i : i : MC
i -————m— i | | ; MD

Figure I.1. Spectre de tailles des différents composés d’une eau de rejet, comparées aux
tailles de différents organismes biologiques (adapté de Sigg et al, 2014).
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Tableau I.1. Exemples de listes de Substances Dangereuses SD potentiellement présentes

dans les rejets aqueux de différents secteurs industriels. L’accent est mis sur les SD

métalliques, présentées en couleur (en gras les SD communément retrouvées dans les

rejets ; en italique les SD dont la présence a été constatée)(Source : circulaire 5 janvier

2009).

Travail mécanique des

. ) Fonderies de métaux non
Fonderies de métaux ferreux

métaux ferreux
Nonylphénols Nonylphénols Nonylphénols
Cadmium, Chrome, Cuivre ** Cadmium ** Cadmium, Chrome, Cuivre **
Fluoranthéne Fluoranthéne Fluoranthéne
Mercure ** Naphtaléne Mercure **
Naphtaléne Nickel, Plomb ** Naphtaléne
Nickel, Plomb ** Nickel, Plomb **
Tri- et tétra-chloroéthyléne Trichloroéthyléne
Zinc ** Zinc **
Chloroforme
Octylphénols Anthracéne Anthraceéne
Anthracéne Arsenic ** Octylphénols
Arsenic ** Chloroforme Pentachlorophénol
Dichlorométhane Chrome, Cuivre, Mercure ** Toluéne
BDE* Pentachlorophénol Tributylphosphate
Tétrachlorure de carbone Tri- et tétra-chloroéthyléne Xylenes
Toluéne
Mono-, Di-, Tri-butylétain
Production °*/,,
transformation de métaux Sidérurgie Traitement de Surface
non ferreux

Nonylphénols Nonylphénols Nonylphénols
Anthracéne Anthracéne Cadmium **
Cadmium, Cuivre ** Arsenic, Cadmium, Chrome, Chloroforme
Fluoranthéne Cuivre ** Chrome, Cuivre **
Mercure ** Fluoranthéne Fluoranthéne
Naphtaléne Naphtaléne Mercure **
Nickel, Plomb ** Nickel ** Naphtaléne
Tri- et tétra-chloroéthyléne BDE" Nickel, Plomb, Zinc **
Zinc ** Plomb, Zinc ** Tri- et tétra-chloroéthyléne
Octylphénols Benzéne Anthraceéne
Arsenic ** Chloroforme Arsenic **
Chloroforme Mercure ** Dichlorométhane
Chrome ** Tributylphosphate Hézachlorobenzéne
BDE* Octylphénols

BDE*

Toluene

Mono-, di-, tri-butylétain cation

Tétrachlorure de carbone.

* diphényléther polybromés

** et ses/leurs composés
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1.2 Le Traitement de Surface (TS) en particulier

Qui a notre époque n’a l'utilité d’aucun de ces objets, ou pieces de ces objets :
téléphone intelligent, ordinateur, montre, bijou, pacemaker, axe de pédale de vélo,
pare-chocs, lampadaire... 7 Tous ces objets, aussi différents soient-ils, ont un point en
commun : tout ou partie des piéces qui les composent a été traité par TS. Activité
millénaire, le T'S débute avec 'utilisation de l'or pour décorer des objets (4500 av JC,
Nécropole de Varna et ses bijoux en or les plus vieux connus a ce jour ; Renfrew, 1986).
Dorure et argenture étaient connues au XIII® siecle, ainsi que le dépdt de I'étain et du
cuivre sur le fer (Bohéme ; Gowland, 1899). Aujourd’hui, au XXI¢ siecle, ce secteur

industriel est important a différents niveaux :

e ecuropéen : ~18000 installations dans 'UE-15 (BREF, 2006) ;

e frangais : plus de 300 entreprises, plus de 20000 salariés et 2,35 milliards d’euros
de chiffre d’affaire (SESSI, 2007) ;

e régional : la Franche-Comté est la troisieme région francaise de TS en termes
d’emplois et d’activité.
En quoi consiste plus précisément le traitement d’une piece métallique (Figure
[.2) 7 Le TS est la suite des procédés qui permettent le dépdt, sur une piece brute,
d’une fine couche d’'un autre métal choisi pour ses propriétés physiques spécifiques
(résistance a la corrosion, amélioration de la dureté, résistance a l'usure, isolation ou
conductivité électrique, pouvoir de réflexion, aspect décoratif.. ; BREF, 2006) comme
lor, le cuivre, le chrome ou le plomb, sans pour autant modifier ou altérer les
propriétés intrinséques de la piece traitée (Lévéque, 2007). Le TS est en grande partie
un service sous-traité, utilisé par de nombreux autres secteurs industriels comme
l'automobile (22 %), la construction (9 %), l'industrie électronique (7 %).. (CRAMIF,
2010).
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Figure 1.2. Description générale et synthétique des différentes étapes du TS.

Comme toute activité humaine, le TS est une activité polluante. Les rejets issus

du TS sont de trois types différents (Charles, 2012) :

¢ liquides, résultats du traitement' des effluents et relargués dans le milieu naturel
ou dans le réseau d’égouts ;

e solides, principalement des résidus de matiéres premieres liés a l'activité (boues
d’hydroxydes métalliques, dépdts...) ou des consommables (filtres colmatés...). Ils
sont traités par des structures extérieures (enfouissement, incinération,

recyclage...) ;

® gazeux, ¢missions de vapeurs et gaz lors des réactions chimiques le long de la
chaine (bains de traitement) ou dans les cuves de stockage des effluents.

Les principaux probléemes environnementaux de cette filiere résident en ses
importantes consommations d’eau (les eaux usées et rejets du TS sont en effet
considérés parmi les plus polluants ; Babula, 2008) et de réactifs chimiques et de
métaux. Ce sont en fait de véritables cocktails de polluants (Tableau 1.2), tres difficiles
a  traiter, puisquon y trouve des molécules organiques (chloroforme,
trichloroéthyléne...), minérales (sels, fluorures, bore..) et métalliques (Zn, Cu, Ni, Fe,

Cr, Al, Sn, Cd...).

! Les effluents bruts d’une usine de TS doivent étre traités avant sortie (ils deviennent alors des rejets ; ¢f. 1.1 Rejets
Industriels). La station de décontamination de ces eaux peut également générer des rejets (liquides, solides et/ou gazeux).
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Tableau I.2. Nature des principales substances chimiques présentes dans les différents
types d’effluents selon ’opération de traitement (Source : Sancey, 2011).

Opération Nettoyage Prétraitement Traitement Passivation *
Cyanures, Métaux, CrVI, CrVI,
MES, Fluorures, Métaux, Métaux,
. DCO, Phosphore, Cyanures, Cyanures,
Contaminants
himi Métaux, MES, DCO Phosphore
chrmiques Hydrocarbures, CrVI, Fluorures,
Huiles, DCO Phosphore
Phosphore
Contaminants
. pH (7) pH (™) pH (vet 2)  pH (V)
physiques

*opération agissant sur la modification physico-chimique de la couche superficielle de la piece

1.3 Cadre juridique et réglementation

Qu’il s’agisse du Sommet de la Terre de Rio de Janeiro' en 1992, du protocole de
Kyoto (1997), du Grenelle de 'Environnement en France (2007) ou plus récemment, du
Sommet de Rio + 20 (2012), le monde politique, économique et social prend peu & peu
conscience que d’importants efforts en matiere d’environnement sont a entreprendre
(alternatives énergétiques, diminution et traitement des déchets, restructuration des
politiques agricoles et halieutiques...) afin de ne pas choisir entre croissance économique
et protection de la planete mais de lier les deux. L’union Européenne et la France
ccuvrent pour atteindre un « bon état chimique et écologique de toutes les masses d’eau
aux horizons 2015-2018 » ( ). La lutte contre la pollution de l’environnement
aquatique par des substances toxiques (métaux, organiques..) est un réel enjeu

environnemental, sanitaire et économique.

! Bien qu’il s’agisse du plus connu, le Sommet de la Terre de Rio de Janeiro est en fait la troisieme réunion organisée par
I’ONU. Les deux premiers eurent lieu a Stockholm en 1972 et & Nairobi en 1982.
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Figure 1.3. Notion de « bon état » général (dépend de 1’état chimique et écologique) des

eaux de surface définie par la Directive Cadre sur I’Eau (Directive EC, 2000) (Source :

eaufrance.fr).

De nouvelles politiques strictes sur I’eau, européennes et nationales, ont été ainsi

réfléchies, définies et mises en place :

la_Directive Cadre sur I'Eau 2000/60/EC (DCE ; Directive EC, 2000),

établissant un « cadre juridique pour une politique communautaire dans le
domaine [la protection]| de l'eau [intérieure de surface, souterraine, de transition
et cotiere| » ;

la_directive 2006/11/EC (Directive EC, 2006), concernant et encadrant « la

pollution causée par certaines substances dangereuses déversées dans le milieu
aquatique de la Communauté » ;

le programme REACH (Répertorier, Evaluer, Autoriser les substances

Chimiques ; Regulation EC, 2006), obligeant « des producteurs et utilisateurs
professionnels de substances chimiques a évaluer et gérer les risques
d’utilisation » ;

la_campagne RSDE (Recherche et réduction des Substances Dangereuses dans

I'eau ; Circulaire, 2002), transposant la DCE en droit frangais.

Organisée entre 2002 et 2006, la premiere campagne RSDE dans le secteur du

TS a permis d’établir, sur 106 substances recherchées :

la présence de 99 % des substances au moins une fois dans les rejets industriels ;

la présence de 69 % des substances au moins une fois dans les rejets de stations
d’épuration ;

la présence de 6 substances dans plus de 50 % des rejets (Cu, Zn, Cr, Ni, Pb et
chloroforme).

Une liste de substances dangereuses prioritaires (SDP), prioritaires (SP) ou

d’intérét (ni SDP ou SP) a ainsi été constituée (Tableau 1.3). Cinquante substances y

sont présentes : 41 caractéristiques du bon état chimique des eaux, et 9 caractéristiques

du bon état écologique, avec des objectifs nationaux de diminution et/ou de

suppression. L’identification et la quantification fiables des flux rejetés dans le milieu
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sont indispensables a la politique de réduction/suppression d’émission industrielle de
polluants menée par I'Union Européenne et le gouvernement francais, via les Agences
de l'eau. Ces agences incitent les industriels & diminuer leurs émissions en 1/ les
soumettant a une redevance (proportionnelle aux quantités annuelles de polluants émis
dans l'environnement, et donc spécifique a 'activité industrielle), et 2/ en aidant ces
mémes industriels, mais aussi les agriculteurs et les collectivités locales a investir dans

ces travaux de réduction/suppression de polluants.
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Arrété du 25/01/10 relatif aux méthodes et critéres d’évaluation de I’état écologique, de I’état chimique et du potentiel écologique des eaux de surface

Substances (41) caractéristiques du bon état chimique des eaux

Substances Dangereuses

Substances Prioritaires de

Polluants (9) caractéristiques du

bon état écologique des eaux

Objectifs de réduction

nationaux pour 2015!

Prioritaires de la DCE (SDP)

50 % du flux des rejets

la DCE (SP)

Substances « Liste I »
de la directive 2006/11,

non incluses dans la DCE

Substances « Liste IT »
de la directive 2006/11,

non incluses dans la DCE

Objectifs DCE sur les

Suppression des rejets

30 % du flux des rejets

50 % du flux des rejets

10 % du flux des rejets

Substances ou familles de

substances concernées

Pentabromodiphélyléther (PBDE)
Nonylphénols
Chloroalcanes C10-C13
5 HAP
Antracene
Pentachlorobenzeéne
Mercure et ses composés
Cadmium et ses composés
Hexachlorobenzene
Hexachlorocyclohexane
Hexachlorobutadiéne

Endosulfan

Nickel et ses composés
Plomb et ses composés
Fluoranthene
Chloroforme
Atrazine

Chlorpyrifos
Naphtalene
Alachlore
Isoproturon
Chlorfenvinphos
Pentachlorophénol
Benzene
Simazine
1,2 dichloroéthane

Trifluraline

(pour substances soulignées)
Réduction d jet
. eduction ,es' et Pas d’objectifs Pas d’objectifs
rejets (nov 2021 ou dec 2028) (pas délai)
DEHP, DCM et TCB
Octylphénols
Di
Composés du tributylétain (TBT) Hron

Tri- chloroéthylene
Tétra- chloroéthyléne
Aldrine
Tétrachlorure de carbone
Dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT)
Dieldrine
Isodrine

Endrine

Arsenic
Chrome
Cuivre
Zinc
Chlortoluron
Oxadiazon
Linuron
24D
2,4 MCPA

Tableau 1.3. Liste des substances prises en compte dans la caractérisation de 1’état des eaux (Source
2010).

: Agence de I’Eau Rhone-Méditerranée & Corse,

! Circulaire du 7 mai 2007, qui définit les objectifs de réduction nationaux pour les émissions de I'ensemble de ces substances (toutes sources confondues ; année de référence : 2004).
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En plus de ces analyses chimiques, certains industriels du TS doivent
s’intéresser de pres a la qualité environnementale de leurs rejets, en
particulier si ces rejets sont déversés directement dans le milieu naturel.
L’impact environnemental de ces rejets est évalué avec des tests

écotoxicologiques : le “test daphnies” est parmi les plus utilisés.
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2 ECOTOXICOLOGIE

2.1 Toxico ? Ecotoxico 7

2.1.1 DéfinitionS

Etymologiquement parlant, la définition de 1’écotoxicologie est relativement

simple :
® cco, du grec oikos, la demeure, la maison... écologiquement parlant, le biotope ;
e tozxico, du grec toxico (ou du latin pas moins original, tozicus), le poison ; et
® Jogie, du grec logos, le discours, la science.

En somme, 1’écotoxicologie serait « la science qui étudie les polluants (poisons),
et ses effets sur I'environnement ». C’est sans compter sur 'aspect transdisciplinaire de
I'écotoxicologie, & la frontiere entre la toxicologie et 1’écologie (Figure [.4), qui

complique les choses. Tout dépend de fait a quelle définition on se réfere :

e un toxicologue comme Truhaut (1977), Hayes (1991) ou encore Klaassen et
Eaton (1991) envisagera 1’écotoxicologie comme une branche de la toxicologie ;

e Moriarty (1983) en revanche, ne concoit pas le probleme de cete fagon : pour cet
écologue, 1’écotoxicologie dérive de 1’écologie.

Ces ergotages autour de la définition de I’écotoxicologie peuvent faire sourire et
étre assimilés a des tempétes dans des verres d’eau d’ultra-spécialistes, mais cela va au-
dela de ces considérations scientifico-scientifiques. En effet, Forbes et Forbes (1997)
font mention d’une distinction de la Commission des Communautés Européennes, dans
le cadre de la directive 67/548/EEC (Directive EC, 1967) encadrant la mise sur le
marché de nouveaux produits chimiques (classification, emballage et étiquetage), entre
d’une part les essais réalisés sur mammiféres (essais “toxicologiques”) et les essais sur
poissons et crustacés d’autre part (essais “écotoxicologiques”). Si on peine encore a
définir 1’écotoxicologie, on peut éventuellement répondre a la question suivante : qu’est-

ce que la tozicologie ?
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Figure I.4. Ecotoxicologie : discipline a I’interface.

Pour certains (Klaassen & Eaton, 1991), il s’agit de 1’étude des effets négatifs de
produits chimiques (naturels ou synthétiques) sur les étres vivants, sans distinction. La
méme année, Gallo et Doull restreignaient cette discipline aux effets déléteres des
xénobiotiques. Si Sipes et Gandolfi (1986) considéraient les xénobiotiques comme tout
produit chimique étranger a I'Homme ou toute autre espece vivante (animale, végétale,
microbiologique), incluant donc les produits naturels et de synthese, Rand et Petrocelli
(1985) réduisaient le spectre des produits xénobiotiques aux seules substances non
naturelles. Aujourd’hui, la toxicologie est plutét considérée comme 1’étude des
expositions humaines aux polluants et toxines (sources atmosphériques, aquatiques,
alimentaires..), de leurs mécanismes d’action, de leurs effets déléteres sur la santé

humaine, des moyens mis en ceuvre pour les détecter et lutter contre ces effets.

Les conceptions et définitions de I’écotoxicologie proposées par Truhaut et
Ramade, chacun en 1977, auraient tendance a se calquer sur cette définition de la
toxicologie, en ¢élargissant simplement le sujet d’étude a l’ensemble des étres vivants
d’un écosysteme, quelle que soit sa taille. Mais la encore, ce n’est pas si simple. Si
Moriarty (1983) et Butler (1984) s’accordent a définir 1'écotoxicologie comme 1’étude
des effets des polluants sur les biotopes et les biocénoses d’un milieu, en 1991, Hayes
oppose la toxicologie environnementale, qui se focalise sur les effets toxiques subis par
les étres vivants différents de ’'Homme et des animaux domestiques, a la toxicologie
écologique, qui étudie les effets des produits toxiques sur les organismes vivants et les
relations écologiques générées par ces poisons. La méme année, Klaassen et Eaton
précisent cette opposition en définissant 1’écotoxicologie comme une branche de la
toxicologie environnementale, spécialisée sur 1’étude des impacts des substances
toxiques sur la dynamique des populations d’un écosysteme particulier. On peut alors

parler d’écotoxicologie ou de toxicologie aquatique, terrestre.. Cette absence de vraie
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définition fixe pour l'une et pour l'autre de ces disciplines pose des problemes de

confusion comme mentionné plus haut (Forbes & Forbes, 1997), mais aussi des

amalgames, en particulier pour les non-spécialistes parmi lesquels les partenaires

politiques, sociaux et financiers de ces questions environnementales, puisqu’il est bien

question d’environnement ! Dans ce manuscrit, I’écotoxicologie sera considérée comme

« Uétude des effets négatifs (symptomes, mécanismes d’action..) de produits polluants,

naturels ou synthétiques, sur l’ensemble des étres vivants d’'un écosystéme donné ».

Cette science a trois buts principaux (Ramade, 1989 ; Amiard, 1990 ; )

définir I'écotoxicité d'un polluant (seuils de toxicité, d’innocuité...) ;

e définir la probabilité d’exposition a polluant (selon les propriétés
physicochimiques du produit, la durée d’exposition, le mode d’exposition...) ;

e développer des méthodes d’évaluation pour détecter, anticiper et controler ces
effets sur l'environnement et ses occupants (animaux, végétaux et
microbiologiques).

ECOTOXICOLOGIE

/ Protocoles

Evaluation du risque \ Reglementation
Base de données

Gestion environnementale Administrations DREAL, ADEME...
Collectivités locales / territoriales Communes, Régions...
Protection de I'Environnement Ministére, associations, ONG..
PRIVE Bureaux d’étude, laho d’analvses..
PUBLIC Universités, INRA, CNRS. IRD
Figure 1.5. Roéles principaux de 1’écotoxicologie dans 1’évaluation des risques

environnementaux.

2.1.2Petit historique

Les premieres études écotoxicologiques datent de la fin de la Seconde Guerre

Mondiale. Parmi elles, on peut relever :

la_maladie Itai-Itai (Toyoma, Japon) ; initialement observée en 1912, elle fit

dans un premier temps associée a des problemes de malnutrition de la
population. Cette maladie (itai-ital en japonais peut étre traduit par aie-aie) est
en fait due a la trop grande quantité de cadmium relarguée par l'industrie
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miniére locale dans I'environnement (eaux de rivieres) et accumulée (poissons et
irrigation des rizieres). Elle fiit reconnue en 1968 comme la premiere maladie

provoquée par des pollutions environnementales.!

e la maladie de Minamata (Minamata, Japon); est la conséquence du

déversement de dérivés méthylés de mercure dans la baie de Minamata, et de
leur accumulation dans les eaux, les sédiments, les poissons, etc..Elle provoque
chez 'Homme d’importants dysfonctionnements rénaux et de malformations

chez les nouveaux-nés.?

e Je déclin dramatique des populations d’oiseaux piscivores et d’oiseaux de proies

(Europe puis en Amérique du Nord) ; c’est une des études les plus connues, on

I’apprend en général des la premiere année de licence : apres 'observation de la
perturbation exceptionnelle de la dynamique des populations de plusieurs
especes d’oiseaux, a de nombreux endroits dans le monde, les analyses chimiques
et biochimiques ont montré que le DDT (DichloroDiphénylTrichloroéthane), tres
largement utilisé depuis le milieu des années 1940 pour lutter contre les insectes
nuisibles (ravageurs de cultures, porteurs de maladies) et son produit de
dégradation le DDE (DichloroDiphényldichloroEthyléne) étaient responsables de
ce déclin. Outre leur effets sur les insectes, ces produits se sont dispersés dans
I’environnement, ont pollué les eaux de rivieres, et ont bio-amplifié® jusqu’aux
plus hauts niveaux trophiques, altérant au passage les processus de calcification
des coquilles d’ceufs, les rendant extrémement fragiles, et diminuant fortement le
succes reproducteur des oiseaux.*

2.2 Bio-essais

Les analyses physico-chimiques dun milieu ne suffisent pas a définir la
dangerosité éventuelle d'un polluant (Fent, 2004 ; Alvarenga et al., 2007 ; Manzano et
al., 2014). L’estimation, ’évaluation de 1’écotoxicité d'un polluant, comme les ETMs,
est basée sur la réalisation de tests biologiques, bio-tests ou bio-essais. Ces outils de
mesure indispensables offrent une information plus intégrée des effets de la substance
testée et completent ainsi les analyses chimiques préalablement réalisées. Ces tests sont
tres largement effectués en laboratoire (ils peuvent néanmoins prendre place in situ) et
consistent en la mise en contact, plus ou moins long, d’'un organisme biologique, bio-

indicateur animal, végétal, micro-organique, avec la substance étudiée. Afin d’étre

! Pour en savoir plus : Friberg et al., 1974 ; Kasuya, 2000 ; icett.or.jp/english/

2 Pour en savoir plus : Kurland et al., 1960

3 Cf. Glossaire a « bioamplification »

* Pour en savoir plus : Carson, 1962 ; Hickey et al., 1968 ; Peakall, 1970 ; Ratcliffe, 1970 ;
http://web.stanford.edu/group/stanfordbirds/text/essays/DDT_and_ Birds.html
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normalisés, et donc reconnus non seulement par la communauté scientifique, mais
également par les partenaires industriels, reglementaires et financiers, ils répondent a
tout ou partie d'un ensemble de criteres: simplicité, reproductibilité, rapidité,
sensibilité, représentativité, colit limité (Walker et al., 2006 ; Ramade, 2007 ; Van
Coillie & Parent, 2011). Ces tests sont nombreux, tres variés et dépendent de

nombreux parametres.

2.2.1 Parameétres!

Comme mentionné plus haut, les tests écotoxicologiques, réalisés dans un
contexte diagnostique et non pas de recherche fondamentale, se doivent et font I'objet
de processus de standardisation. Néanmoins, il n’existe pas un seul type de bio-essais,
et les parametres de réalisation restent donc relativement variables entre deux tests. La
nature du polluant mise a part, on peut globalement regrouper ces différences en deux

catégories : I'exposition et la cible.

2.2.1.1 Exposition

L’intensité, l'importance de 1’écotoxicité d'un polluant et de la réponse dun

organisme a ce polluant dépend de plusieurs facteurs :

e la forme du polluant : cette assertion est particulierement vraie pour les ETMs.

Il est ainsi prouvé que le chlore sous forme libre est beaucoup plus toxique que
sous forme chloramine (Merkens, 1958 reporté par Brungs, 1973). Il en est de
méme pour d’autres métaux (Patra et al., 2004) comme l'arsenic (Tang &
Miller, 1991), l'aluminium (Kochian, 1995) ou le plomb et 'étain (Murkowski &
Skérska, 2008). Les changements de forme, et ici d’écotoxicité, sont
principalement tributaires des conditions d’acidité ou d’alcalinité du milieu (sol,
eau naturelle, rejet anthropique) comme montré dans la Figure 1.6 ;

'« Alle Dinge sind ein Gift und nichts ist ohne Gift. Allein die Dosis macht, das en Ding kein Gift ist. »
« Dosis sola facit venenum. »
« Rien n’est poison, tout est poison. Seule la dose fait le poison. »
Paracelse (1493-1541), médecin, astrologue et alchimiste suisse.
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Figure 1.6. Répartition des différentes formes métalliques du plomb Pb en fonction du pH
(Source : Trémillon, 1993).

le mode d’exposition : inhalation, ingestion, imbibition, diffusion.. Le protocole

et le mode d’exposition d’un organisme biologique a un polluant dépendent
essentiellement de lindicateur biologique sélectionné (animal, végétal,
microbiologique), de la finalité du test (pollution chronique ou aigiie) et des

criteres d’évaluation “end-point” ;

la_durée et la dose/concentration d’exposition : ces deux criteres distinguent
deux types de pollution, et donc de tests écotoxicologiques, que sont les

pollutions chroniques et les pollutions aigiies (Figure 1.7).

Dose X
= quantité émise dans
Penvironnement ou le milieu
de culture
Pollution Aigiie Pollution Chronique
L'intégralité de la dose est La dose de polluant est
dispersée en une fois, en un relarguée lentement et
trés court laps de temps longtenips
Clourte durée Longue durée
Concentration élevée Concentration faible & modérée
Effets fulgurants Effets imperceptibles & court terme
Pollution Aigtie Pollution Chronique
icendie, marée noire, .. déversement usine/station en

milieu naturel...

Figure I.7. Comparaison de deux types de pollution a partir d’une méme dose polluante.
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2.2.1.2 Organismes vivants

Qu’il s’agisse d’une étude d’écotoxicité chronique ou aigiie, les tests entrepris
sont ciblés sur des organismes biologiques vivants : on parle de bio-indicateurs', ou
indicateurs biologiques. Ces individus (végétaux, animaux ou microbiologiques) ou ces
groupements d’especes (dans le cas d’études plus larges ; e.g. micro- ou méso-cosmes)
sont utilisés comme outils d’évaluation de la qualité de I’environnement : ils
renseignement sur certaines caractéristiques écologiques du milieu (physico-chimique,
climatique, biologique, fonctionnelle...), sur la présence ou les effets de perturbations de

I’environnement, comme les polluants chimiques.

En laboratoire, un bio-indicateur doit pouvoir survivre hors du milieu naturel et
tolérer différentes variations de parameétres abiotiques (pH, température..). Lorsque,
pour des bio-indicateurs individuels, les effets relevés sont proportionnels a la quantité

de polluant(s) dans '’environnement on parle de dose- ou concentration-réponse.

La présence de polluants physico-chimiques dans I'environnement implique des
modifications fonctionnelles de 1’écosysteme : répartition des especes, réduction voire
disparition d’especes sensibles, augmentation de I'abondance des especes
résistantes/opportunistes, etc ( ). Dans le cadre d’études in situ, un “bon” bio-
indicateur doit ainsi :

e ¢&tre abondant ou absent du territoire concerné ;
e &tre facilement détectable/dénombrable ;
e tolérer les contaminants avec des effets sub-létaux ;

e avoir une installation et un suivi simples, rapides, faciles et peu cofiteux.

' On ne traitera pas ici des biomarqueurs biochimiques (Lagadic et al., 1997).
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Figure 1.8. Evolution des peuplements benthiques dans les abers a la suite du naufrage de
I’Amoco Cadiz (Source : Glémarec, 1986).

Parmi les bio-indicateurs les plus souvent utilisés on notera :

e pour les animaux: le poisson zebre Danio rerio, la truite arc-en-ciel
Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792 ; anciennement Salmo gairdneri,
Richardson, 1836 ; Billard, 1989), ou encore le chironome Chironomus riparius ;

e pour les végétaux : en général des especes agricoles a fort potentiel commercial
comme le blé Triticum aestivum, le soja Glycine max, la tomate S.

lycopersicon... ;

e pour les microorganismes : la bactérie marine Vibrio fisheri, I'algue dulgaquicole
Pseudokirchneriella subcapitata.
Focus : Imposé aux installations classées, dans le cadre de l'application de la
DCE (Directive EC, 2000) en droit francais et afin d’établir les bases de la redevance
pollution spécifique a chaque établissement, le test de toxicité aigue' d’immobilisation
des larves de daphnies (ISO 6341, 1989) est un des tests écotoxicologiques les plus
utilisés. La daphnie Daphnia magna (Figure 1.9) est un microcrustacé d’eau douce (6
mm mazimum), de l'ordre des Cladoceres, largement ubiquiste dans I'hémisphére nord

(Boillot, 2008).

11 existe de nombreux tests impliquant la daphnie, évaluant la toxicité aigue comme la toxicité chronique d’une
substance.
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Souavn  Pannak, 1278

Figure 1.9. Anatomie d’une daphnie Daphnia magna.

Son  mode de reproduction parthénogénétique (en  conditions
environnementales favorables ; lorsque les conditions environnementales deviennent
moins favorables, comme en cas de surpopulation, la reproduction séxuée prévaut ;
Hebert & Ward, 1972), sa petite taille et son court cycle de vie (la maturité sexuelle est
atteinte 6 a 8 jours apres I’éclosion) sont autant de critéres qui rendent la manipulation
et I'élevage de la daphnie relativement aisés (cf. Figure V.2 ; Adema 1978 ; Zeman,
2008). Si le test en lui-méme est relativement simple a réaliser (c¢f. figure 1.10), on
notera malgré tout la charge financiere qu'impose un tel test. En effet, I’élevage de
daphnies nécessite un investissement en temps et en matériel non négligeable. Méme

réalisés par des laboratoires extérieurs agréés, ces tests écotoxicologiques restent chers.

Controle Rejet pur Dilutions du rejet

4 répétitions [condition
=— 5 daphnies / tube
Age < 24k

Obscurité / statique /20°C £ 2 /24 a 48h

(v R N (v -

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ =— Y, d’immobilisation

Figure 1.10. Protocole du test d’inhibition de la mobilité (Source : ISO 6341).

Remarque : la généralisation de réponses écotoxicologiques d'une ou plusieurs
especes en contact avec un ou plusieurs polluants en mélange est un risque a considérer
dans tout bilan écotoxicologique (Cairns & Pratt, 1989 ; Hernando et al., 2005). En
effet I'extrapolation ne doit jamais faire oublier que les indices générés (CEsy, DLso,

NOEC, LOEC) ne sont que des indices individuels.
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2.2.2Mesures d’écotoxicité

L’écotoxicité d'une substance, d'un rejet s’évalue de différentes facons, grace
notamment au développement d’indices, de mesures d’écotoxicité, que l'on peut
catégoriser en 3 groupes : les doses, les concentrations et les seuils (Sources : Ramade,
2007 ; Van Coillie & Parent, 2011). Dans tous les cas, plus une dose, une concentration
ou un seuil d’effet est faible, plus la substance polluante, simple ou mélange, est

toxique.

2.2.2.1 Doses : létales, d’effet ou d’inhibition

Comme mentionné précédemment, une dose est une quantité administrée a un

individu. Une dose peut étre létale ou sublétale, provoquant tour a tour :

e la mort (Dose Létale DL en frangais, ou Lethal Dose LD en anglais) d’un
individu ; ou
e un effet (Dose d’Effet/Efficace DE, ou Effect/Effective Dose ED) sur un

processus biologique, par exemple la croissance ; et/ou

e une inhibition (Dose d’Inhibition/Inhibitrice DI, ou Inhibition/Inhibitory Dose
ID) d’un processus biologique, par exemple la production photosynthétique.
Remarque : si une inhibition est un effet alors une DI est une DE. En revanche,

un effet n’est pas toujours le résultat d’une inhibition, donc une DE n’est pas une DI.
Ces mesures, développées et mises en place a partir des années 1950 et 1960, sont
exprimées en fonction du pourcentage de l'effet (létal ou sublétal) provoqué. Ainsi, une
DLs représente la dose provoquant la mortalité de 50 % de la population testée. Ce
sont en général ces mesures moyennes (DLs), DEso, DIs) qui sont les plus utilisées. On
note malgré tout que ces indices sont dépendant de nombreux facteurs : la nature du
composé testé, la durée du test, le milieu et les conditions expérimentales, la cible
(groupe taxonomique, espece, age...), le mode d’administration..C’est d’ailleurs le mode
d’administration qui rend les DL, DE et DI presque non pertinentes d’un point de vue
environnemental, puisqu’en conditions naturelles on ne peut pas controler ou
administrer une dose de polluant. Ces mesures sont typiquement utilisables in vitro, ou

les conditions expérimentales sont entierement monitorées.
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2.2.2.2 Concentrations : létales, d’effet ou
d’inhibition

Il existe, comme pour les doses, trois grandes catégories de concentrations de

polluant, 1étales ou sublétales, impliquant des effets sur :

la survie d'un individu (Concentration Létale CL en francais, ou Lethal
Concentration LC en anglais) ; ou

un processus biologique (Concentration d’Effet/Efficace CE, ou Effect/Effective
Concentration EC) par exemple la germination ; et/ou

I'inhibition d’un processus biologique (Concentration d’Inhibition/Inhibitrice CI,
ou Inhibition/Inhibitory Concentration 1C), par exemple la diminution
d’activités enzymatiques.

Un peu plus récentes (1970-1975), et surtout environnementalement plus

réalistes que les doses, ces mesures sont tres généralement exprimées en valeur

moyennes' (50 %) 1/ de effet 1étal ou sublétal mesuré, ou 2/ de la population touchée.

Ces tests sont en général plus longs (> 4 jours) que les tests “doses” (24, 48, 96 heures

maximum), et dépendent également de la mnature du polluant, du protocole

expérimental et de la cible biologique choisie.

2.2.2.3 Seuils de toxicité

Les seuils de toxicité sont les valeurs pour lesquelles :

on n’observe pas d’effet (Concentration Sans Effet Observé CSEO, ou No
Observed Effect Concentration NOEC) ;

on observe le plus petit effet (Concentration Minimale avec Effet Observé
CMEO, ou Lowest Observed Effect Concentration LOEC).

Ces valeurs seuil sont a envisager avec précaution, et sont de plus en plus

remises en cause par la communauté scientifique (Crump, 1984 ; Hoekstra & van

Ewijk, 1993 ; Chapman et al., 1996 ; Jager et al., 2006 ; Fox et al., 2012). Elles tendent

en effet a la sous-estimation de l'action et des conséquences environnementales d’un

produit toxique (ce n’est pas parce que 'on ne dispose pas des outils pour les mesurer

qu’il n'y a pas d’effet?), et ne sont pas adaptables a des expositions multiples (e.g.

! On note cependant quelques exceptions : CL, CE ou CI 2 ou 1.

? Assertion similaire & celle du Mythe du Zéro (Currie, 1999) : ce n’est pas parce qu'un élément, qu’'une substance n’est pas

détecté ou mesuré qu’il est absent de I’échantillon analysé.
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RITS). Des 1974, Woodwell définissait ces valeurs seuils comme permissives : elles

autorisent a priori un certain degré de pollution.

2.2.3Bilan

Les tests écotoxicologiques et 1'utilisation d’indicateurs biologiques sont donc un
moyen relativement simple et rapide d’évaluer 'impact d'un ou de plusieurs polluants
en mélange sur un écosysteme particulier, en extrapollant parcimonieusement les
résultats écotoxicologiques d'une ou plusieurs especes, sans entreprendre la tache
danaidienne de considérer tous les éléments (biotiques et abiotiques) de cet écosysteme.

Le Tableau 1.4 récapitule les différents tests utilisables en écotoxicologie.

Tableau I.4. Récapitulatif des différentes modalités de réalisation d’essais écotoxicologiques
(Source principale : Ramade, 2007).

Test Létalité / Inhibition Sublétalité
es
Toxicité aigiie Toxicité chronique
CLso/CEso ;
Indice ' NOEC, LOEC, CExs,
DLso/DEso ’ ’ ’
Activité Survi Croissance, motilité, reproduction, photosyntheése,
urvie
biologique bioluminescence, mutation génétique, tératogénese...

. Quelques heures a . . N .
Exposition . . Plusieurs semaines a quelques mois
plusieurs jours

Systéeme testé Aquatique/terrestre Aquatique Terrestre
Daphnia magna Daphnia magna . .
. : ) . . Folsomia candida
. Danio rerio Pseudokirchneriella subcapitata
Indicateur L . . Cantarus aspersus
bioloi * Virio fisheri Photobacterieum phosphoreum Bisenia foetida
iologique
gld Eisenia foetida Oncorhynchus mykiss

Adema, 1978 Biesinger & Christensen, 1972

Sherry et al., 1994 Herbert et al., 2004
Spurgeon et al., 1994 ; .
s . Bohorquez-Echeverry & Campos-Pinilla, Baurand et al., 2013
Références Westerfield, 2000 ;
2007 Goussen, 2013

Mortimer et al., 2008
Stalter et al., 2010

* un méme bio-indicateur peut souvent &tre utilisé dans des tests de toxicité aigiie et chronique

On note que des bio-essais utilisant des organismes comme D. magna ou V.
fisheri, spécifiquement développés pour évaluer 1’écotoxicité de polluants dans des
milieux aquatiques et/ou marins, peuvent parfaitement étre adaptés a 1’évaluation de la
toxicité des sols via I’étude de leurs lixiviats (Loureiro et al., 2005 ; Alvarenga et al.,

2008).
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2.3 Polluants

2.3.1Généralités

En science comme ailleurs, chaque mot a son importance, aucun terme n’est a
priori anodin : un vocable n’est que tres rarement substituable a un autre, ce qui
permet d’éviter les confusions, raccourcis et autres dyscompréhensions. Ainsi, si un
contaminant est une substance ou élément, physique, chimique ou biologique, émis
dans un milieu naturel, en quantité anormalement forte, il ne devient polluant
(Moriarty, 1990) ou xénobiotique (Butler, 1978 ; Ramade, 1998) uniquement s’il

provoque des effets biologiques déléteres sur 1’environnement (

Les polluants peuvent étre classés différemment selon qu’ils sont d’origine
naturelle (élément dont le cycle ou la répartition naturelle est perturbé, en général par
I'Homme) ou de synthése (élément totalement crée par I'Homme, n’existe pas a ’état
naturel). On distingue dans chacune de ces deux catégories, trois types de polluants® :
physique, chimique et biologique. Le Tableau [.5 présente des exemples de substances
polluantes, en particulier pour les milieux aquatiques, classées selon ces criteres

qualitatifs.

On note que 'on peut également distinguer les polluants primaires, déversés
dans le milieu naturel (directement ou non), des polluants secondaires, produits des
réactions chimiques des premiers entre eux ou avec les composants de ’environnement

dans lequel ils sont.

! On note qu’il existe aujourd’hui un quatriéme type de polluant/pollution : les nuisances esthétiques (e.g. : la dégradation
de l'espace par des aménagements mal congus). Ce dernier type de pollution, subjectif, ne sera pas considéré et/ou traité
dans la suite de ce travail
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POLLUANT
biotique ou abiotique

Dose l

Période ———> EXPOSITION ——> STRESS

Tenips l

REPONSE /
PERFORMANCE

LA

mort, migration, atrophie,
diminution ou arrét de la croissance, de la reproduction...

0l

Population effets sur I'abondance, les structures d’ages, la distribution...

4l

extinction dune ou plusienrs populations, espece

Biochimicque
—> Physiologique
Coomportementale

Individu

Chpsrmsnis invasive /opportuniste, diminution de la diversité biologique...
ECOSYSTEME FONCTIONNEMENT GENERAL

Figure 1.11. Exemple d’une succession de réactions écotoxiques globales.

Tableau I.5. Récapitulatif des différents types de polluants existants et de leurs effets
biologiques. (Source principale : Ramade, 2007).

Type de . - D
Physique Chimique Biologique
polluant
Engrais, pesticides Bloom : algues,

Radiations ionisantes, HAP, COV phytoplancton,

pollutions thermiques hydrocarbures bactéries
Exemples . — . :

pollutions particulaires métaux champignons

maticres organiques especes animales invasives
Agroalimentaire ) )

Centrales électriques . Agroalimentaire

. . o tanneries, TS .
Sources installation nucléaires L papeterie

L. . incinérateurs . .
principales pots d’échappements . ) L rejets domestiques
industries pétroliere
Altérations génétiques o :
cra IOI.IS gene lunS. ) Mortalité, bioaccumulation, Turbidité, eutrophisation,
modifications des conditions . . L . .
. o . biomagnification, altérations anoxie, déreglements
Effets physicochimiques du milieu 3 . | )
démographiques, démographiques,

récepteur,
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2.3.2Ecotoxicité de polluants chimiques :
Focus sur les métaux

2.3.2.1 Meétaux lourds ou ETMs ?

L’écotoxicité d'un polluant chimique dépend de plusieurs parametres, dont la
dose, le temps et la période d’exposition, mais également la biodisponibilité de
I’élément. Ce dernier facteur est particulierement important lorsqu’il est question des
substances métalliques. En effet, selon sa spéciation, c’est-a-dire selon 1’état physique
dans lequel il se trouve (forme ionique libre, complexé avec de la matiére organique...),
un métal sera plus ou moins biodisponible. La spéciation dépend des caractéristiques
physico-chimiques propres du polluant, de sa persistance et des caractéristiques
abiotiques du milieu récepteur, notamment le pH : des bouleversements climatiques
(e.g. : augmentation des pluies acides) peuvent ainsi provoquer, entre autres, des
relargages massifs d’éléments polluants. On note que les éléments métalliques ne sont
pas biodégradables : leur persistance dans un milieu est théoriquement infinie,
potentialisant d’autant plus leurs effets sur 'environnement (e.g. : bioaccumulation le
long de la chaine trophique ; Amiard et al., 1991 ; Caurant et al., 1999 ; Colaco et al.,
2006).

Le terme “métaux lourds” (Bryan, 1984) est aujourd’hui trés souvent associé a
un potentiel degré de toxicité et d’écotoxicité. C’est la raison pour laquelle on lui
préferera le terme général d’“élément trace métallique” ou ETMs dans la suite de ce
manuscrit. Les ETMs sont naturellement présents dans ’environnement, trés ubiquistes
(sols, roches, air, eau..). Si leur abondance naturelle (en général, inférieure a 0,1%)
n’est pas homogene, selon le milieu, la région sur Terre, I’élément etc (Cannon et al.,
1978 ; Juste et al., 1995 ; Reichman, 2002), ils sont néanmoins assujettis aux mémes
lois physiques : ils présentent notamment la particularité d’étre de petits atomes au
nombre de protons et de neutrons élevé, ce qui leur confere de hauts poids moléculaires!
(supérieur a 5 10° g m™ ; Holleman & Wiberg, 1985). On parle également de métaux de
transition. Environ 40 éléments correspondent a cette définition® (c¢f Figure V.1).
Parmi ces ETMs, on distingue deux catégories : les métaux essentiels et les non

essentiels (Figure 1.10).

! Ce qui explique 'appellation initiale : métaux lourds.
2 Mais 1& encore les critéres de sélection et les définitions dépendent trés largement des auteurs (Eshghi Malayeri, 1995).
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ETMPT
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Déficience Toxicité

ETM C @ déficience Critique
T : seuil de Toxicité
Tolérance L : toxicité Létale

Toxicité

Dose
Concentration

Figure 1.12. Courbe dose-réponse générale pour les éléments trace métalliques essentiels,
potentiellement toxiques (ETMpt), et les éléments trace métalliques non essentiels
(ETMss)(Source : Berry & Wallace, 1981).

Les métaux essentiels aux organismes vivants sont des ETMpt, Eléments Traces
Métalliques potentiellement toxiques. Impliqués dans de nombreux processus
biologiques (enzymes, pigments respiratoires, cofacteurs...), ils ne sont pas substituables
les uns avec les autres (Eskew et al, 1983 ; Aller et al., 1990 ; Egli et al, 1999 ;
Maélkonen et al., 1999 ; Vesk et al., 1999 ; Reeves & Baker, 2000) : une déficience est
alors tout aussi néfaste pour l'organisme qu’une trop forte concentration. Les métaux
non-essentiels, ETMss!, sans fonction biologique connue, sont quant a eux toxiques
méme a de tres faibles concentrations. Il est pourtant nécessaire de ne pas considérer
ces catégories comme immuablement fixées : 1/ un élément peut étre essentiel pour un
animal et non-essentiel pour un végétal, et vice versa (e.g. le chrome et l'antimoine
ETMss pour les plantes, ETMpt pour les animaux ; Markert, 1993) ; 2/ les travaux de
recherches produisent tous les jours des résultats qui peuvent a priori mettre a mal les
théories et les regles précédemment établies. Si le statut d’éléments comme le cuivre Cu
ou le zinc Zn a été défini essentiel relativement t6t (Sommer & Sorokin, 1928 ; Lipman
& Mc Kinney, 1931), on peut néanmoins citer le cas du nickel Ni%.. Malgré la
démonstration de Bartha et Ordal (1965) concernant le besoin de Ni pour le
développement de deux souches bactériennes, cet élément a longtemps été considéré
comme un ETMss, sans role biologique. Nielsen et Ollerich (1974) sont parmi les

premiers a avoir défini le nickel comme un nouvel élément trace essentiel. Ce

L ETMss : Elément Trace Métallique stricto sensus
2 N.B. : l'existence de plantes nickelophytes confirme le caractére essentiel de cet ETM. Ainsi le latex du Serbetia
acuminata peut contenir plus de 60000 ppm de nickel, soit jusque 300 g kg de matiére seche.
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changement de catégorie s’est fait sur la base de I'observation de symptomes en cas de
déficience en Ni chez les animaux, les microorganismes et les plantes (Eskew et al.,

1984 ; Denkhaus & Salnikow, 2002 ; Seregin & Kozhevnikova, 2005).

Remarque : Les chlorures Cl et fluorures F ne sont pas des métaux, mais des
minéraux halogénés (cf. Figure V.1), systématiquement présents dans les eaux usées, et
plus ponctuellement dans les RITS, en concentration beaucoup plus importante que les
autres minéraux (Na, Mg, Ca, etc.). Considérant leur capacité a former des complexes
avec certains éléments métalliques (e.g. F/Al/B ; Sancey, 2011), il a paru important de
resencer leurs effets sur les plantes en les intégrant aux deux tableaux suivants

(Tableaux 1.6 et 1.7).

2.3.2.2FETNMpt : Effets bénéfiques

Les ETMpt appartiennent a la classe d’éléments nommés nutriments essentiels
ou encore oligoéléments : élément essentiel a faible dose. Le bore a un statut batard
dans ce contexte: élément aux propriétés métalliques non affirmées (mauvaise
conductivité, atomes empilés non régulierement...), il fait néanmoins partie de la classe
des métalloides’ et des oligoéléments. 11 est qui plus est largement utilisé dans
I'industrie du TS. C’est la raison pour laquelle, au cours de cette étude, le bore est

classé dans les ETMpt.

En ce qui concerne le monde végétal, les ETMs considérés ETMpt sont : le bore,
le cuivre, le fer, le manganese, le molybdéne, le nickel et le zinc (Baker & Senft, 1995).
Ils peuvent étre classés selon leur abondance dans les plantes de la maniére suivante :
Fe > Mn > B > Zn > Cu > Ni > Mo. Le Tableau 1.6 présente une synthese

bibliographique des différents roles bénéfiques connus des ETMpt chez les plantes.

2.3.2.3ETMpt et ETMss : Effets délétéres

Si certains éléments métalliques sont bénéfiques (vide supra 2.3.2.2.), d’autres
sont de facto toxiques pour les différents organismes en présence. Dans le domaine
végétal, les ETM stricto sensus sont : 'aluminium, 'argent, 1’arsenic, le cadmium, le
chrome, 1’é¢tain le mercure et le plomb. Le Tableau [.7 regroupe une liste non-

exhaustive des différents effets négatifs des ETMs (ETMpt et ETMss) chez les plantes.

! Etat fondamental 1s® 2s? 2p!
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Ce tableau ne présente pas les interactions entre les différents ETMs (antagonisme,
addition, etc.) (Siedlecka, 1995).

Tableau 1.6. Liste non exhaustive et synthétique des roéles physiologiques et
morphologiques, directs ou indirects des 7 ETMs considérés ETMpt pour les végétaux
(cases grisées)(Sources : Vallee, 1976 ; Bryan, 1984 ; Mengel & Kirby, 1987 ; Adriano, 1986 ;
Welch, 1981 ; Klucas et al., 1983 ; Gerendas et al., 1999 ; Mahmood & Islam, 2006 ; Chatterjee et
al., 2006 ; Hinsch & Mendel, 2009).

Elément B Cl Cu Fe Mn Mo Ni Zn
Photosynthese -
Respiration

Croissance *
Immunité **
Reproduction

Métabolisme . Azote Azote :
Energie Azote Azote Uréase Energie

Général Carbone Soufre

Métabolisme
ADN, ARN

Métabolisme

nutrition ***

Synthese
protéines
Synthese
phytohormones
Synthese
lignine
Transport
protéines,
électrons

* e.g. : division cellulaire, croissance organique etc...
** ¢.g. : Téponse aux stress oxydatifs
*** e.g. : métabolisme des oses, acides aminés et acides gras
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Tableau I1.7. Liste synthétique et non exhaustive! des effets délétéeres des ETMs (ETMPT et ETMss) sur les plantes
(cases grisées)(Sources : Tableaux V.l.a et V.1.b).

Elément B Cl Cu Fe Mn Mo Ni 7n Al Ag As Cd Cr Sn F Hg Pb

Germination

Floraison

Fructification
Photosynthese
Croissance *
Immunité **

|
Fonctions
cellulaires
Mortalité
Respiration _
Transpiration
Métabolisme
général
Production
pigments
Différences

locales ***

Effets
externes ****

* e.g. : division cellulaire, croissance organique, biomasse etc... K e.g. : différences observées entre les racines, la tige et les feuilles (séquestration, accumulation,

** ¢.g. : diminution des réponses aux stress oxydatifs ET augmentation des réactions oxydantes translocation)

Kkkk

au sein des cellules e.g. : chlorose, nécroses, malformations, génération de feuilles/racines advantices etc...

! Tous les ETM ne sont pas autant étudiés les uns que les autres. C’est la raison pour laquelle certaines altérations sont plus détaillées que les autres.



Daphnia magna est LE microcrustacé dulcaquicole par excellence. Sa
biologie est trés largement connue, et cet organisme est relativement
sensible aux polluants en général, aux substances chimiques en particulier.
Les différents tests écotoxicologiques D’impliquant (évaluation de
I’écotoxicité aigiie et chronique) font partie des tests les plus utilisés, mais
également exigés par les différentes reglementations nationales ou
internationales. Aucun systeme n’est malheureusement parfait, et le test
“daphnie” le premier. Afin d’évaluer 1’écotoxicité de RITS via un “outil
écotoxicologique”, il convenait de trouver un organisme biologique pouvant
compléter ou contrebalancer les diagnostics réalisés a partir des résultats

des “tests daphnies”. Le choix s’est alors porté sur la laitue, Lactuca sativa

(Linné, 1753).



3 LACTUCA SATIVA (L.)

3.1 Généralités

3.1.1 Historique

Si certains légumes ont été sélectionnés et domestiqués tres tard (Zohary et al.,
2012), nombreuses sont les espeéces dont l'exploitation remonte aux origines de
I'agriculture (10000 & 7000 av JC), et probablement en plusieurs lieux (Proche Orient,
Asie, Amérique Centrale... ; Harlan, 1975 ; Haudricourt & Hedin, 1943). Les voyages
des marchands et explorateurs, mais aussi les guerres sont pour beaucoup dans

I'introduction de certains légumes et fruits en Europe (Chauvet, 1985, 1986) :

e les Grecs ont développé les melons, concombres, radis et autres panais ;

e aubergines, choux fleurs, pasteques et épinards ont été introduits par les Arabes
et les Juifs entre le X°¢ et XV¢ siecle ;

e Jes pommes de terre, haricots, tomates, courges et poivrons sont rapportés des
“Indes” a partir de 1492 ;

® les choux de Bruxelles, pissenlits et endives n’ont quant a eux été cultivés en
Europe qu’a partir du XVIII® siecle.
La laitue Lactuca sp. fait partie de ces tres anciens genres cultivés aussi bien en
Chine des le VII° siecle avant JC (Laufer, 1919) que bien avant la période pharaonique
Egyptienne (environ 4500 ans avant JC, soit 1500 ans avant les premiers pharaons).
Cultivées également pendant 1’Antiquité gréco-romaine, les différentes especes de
laitues étaient connues pour leurs effets sédatifs, narcotiques et analgésiques', mais
aussi anti oxydants et anti bactériens (présence de lactucarium ; Diderot & Le Rond
D’Alembert, 1779 ; Ducan, 1821 ; Mérat & de Lens, 1837 ; Munch et al., 1933 ; Edziri
et al., 2011), voire méme mystique (importance de la laitue dans le culte d’Adonis, qui,
mortellement blessé aurait été allongé par Venus sur un lit de laitues ; Rochette, 1851).
Aujourd’hui, environ 25 millions de tonnes de laitues (et chicorées) sont produites par

an (FAOStat, 2014) dans le monde ; 1,3 % de cette production était frangaise en 2012.

! Les pythagoriciens la nomment d’ailleurs la « plante des eunuques » pour les propriétés anti aphrodisiaques du
lactucarium.
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3.1.2Classification, systématique et

commercialisation

Le genre Lactuca sp. est un des plus importants de la famille des Astéracées
(anciennement Composées Chicoriacées). A la fin du XIX® siecle, on en comptait une
quarantaine d’especes, 150 a 180 dans les années 1950 ; on dénombre aujourd’hui plus
de 1500 variétés commerciales, regroupées en 3 especes principales : Lactuca indica,

Lactuca serriola et Lactuca sativa, toutes les trois décrites par Linné.

Il existe 5 classes ou groupes! de Lactuca sativa L., matériel biologique choisi

dans cette étude :

e les Pommées (ou “cabbage” en anglais), dénommées L. saliva var capitata ;

¢ les Romaines, ou chicons (“romaines” ou “cos”), L. sativa var longifolia ;

e les Frisées (“Summercrisps”, “Batavian crisps” ou “French crisps”), L. sativa
var crispa ;

e les A tiges (“Stem” ; jusque 50 cm de haut), L. sativa var augustana ;

e les Grasses (“Leaf”, “Oil seed”), L. sativa var laciniata.

Les classifications, systématiques mais aussi mercantiles, dépendent de
nombreux aspects morphologiques comme la couleur, la taille, la forme générale des
feuilles, mais aussi des semences (Plages, 1986). C’est ainsi que 1’'on peut entendre dire,
en plus des classes “romaines” ou frisées, de laitues “ beurre ” (e.g. La Grosse Blonde
Paresseuse, connue et cataloguée par Vilmorin depuis 1854 ; Chauvet, 1985, 1986). La
dénomination des variétés, sous-variétés, cultivars dépend également de caractéristiques

physiologiques, comme une montaison lente ou retardée (e.g. la Kinemontepas).

! Les termes « classes » ou « groupes » sont systématiquement faux, mais nécessaires considérant la variabilité variétale de

cette espece.
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3.2 Caractéristiques biologiques et physiologiques

Cette herbacée dicotylédone a feuilles glabres et ovales (on parle aussi de
légume-feuille en parlant de la laitue) est une plante de type C3 : elle incorpore le
carbone atmosphérique lors de la photosynthese strictement sous la forme de 3-
phosphoglycérate, acide a 3 atomes de carbone (Figure I.11.a). Les plantes de ce type
(riz, blé, soja, laitue..) sont les plus abondantes en agriculture. Ce fonctionnement
s’oppose a celui des plantes de type C4 (ex : canne a sucre, mais...), dont le premier
produit carboné est l'oxaloacétate, acide a 4 atomes de C) par le cycle de Calvin

(Figures I. 11.a et L. 11.b).

Plante en C3 Plante en C4

CO, H,0

Mésophylle

Cycle de
<% Calvin [] Cycle de
\\ yi £ Oatsiin T
\, L \ v/
o L
Mésophylle Gaine périfasciculaire

Figure 1.13.a. Absorption du Carbone par des plantes dites « en C3 » et « en C4 ».
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autres
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organigues

Figure 1.13.b. Principales étapes du cycle de Calvin (réduction du carbone) (Boyer, 2009
d’aprés Mazliak, 1974).
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Les laitues en général, L. sativa en particulier, sont des plantes autogames et
diploides (n = 8 ou 9 ; dans le cas de Lactuca sativa, n = 9). Si I'allogamie est possible

(4 a 8 %), sa probabilité augmente avec la chaleur et I'ensoleillement (Plages, 1986).

L. sativa est une plante annuelle : son cycle de développement se déroule sur
une seule année (I'igure 1.12); & partir d’'une semence (graine) ovoide, striée, de couleur
noire, blanche ou jaune grisatre. Cet akéne dispose d'une aigrette poilue pour faciliter

la dissémination par le vent (anémochorie).

Graine mature Germination

Phase végétative

Graine immature

Floraison #

Phase reproductrice

Montaison
2

Durée jour ! déploiement des cotylédons

Température 2 allongement de la tige
4 développement de la hampe florale

Pommaison

Figure I.14. Cycle de développement de la laitue.
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Figure 1.15. Effet d’un vieillissement intensif (45°C, 80 % d’humidité relative) sur la
capacité germinative de semences de différentes espéces végétales (Renard, 1985).

Thicoipé (1997) a souligné la grande variabilité du cycle de développement : de
45 jours en période estivale a 6 mois 1'hiver, la montaison est tres photosensible. On
distingue d’ailleurs des laitues de printemps, d’été, d’automne et d’hiver. La
température influence également le développement de la plante a travers la germination
et la montaison (de 0 a 25 °C ; optimum : 18 — 22 °C). Ceci explique en partie la
diminution du nombre de sous-especes ou de variétés de laitues des régions boréales et
tempérées aux régions semi-arides a tropicales. Dans le cadre de la conservation des
semences et de leur préservation du vieillissement, a des fins scientifiques ou
strictement potageres, il convient de stocker ces semences a l'abri de la lumiere, de la

chaleur, et d'une trop grande humidité (Figure 1.13, Renard, 1986 ; Huang et al., 2003).
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3.3 Bio-indicateur écotoxicologique

Comme de nombreuses especes végétales, tres souvent a intérét agricole, la
laitue est recommandée et utilisée pour la réalisation de bio-essais (FDA, 1987 ; EPA,
1996 ; OECD, 2003). Elle est utilisée au sein de notre équipe dans le cadre d’évaluation
de I'écotoxicité de RITS depuis 2008.

Il existe deux types de tests écotoxicologiques impliquant la laitue : le test de
germination (7 jours ; utilisé lors de ce travail de doctorat et protocole détaillé dans le
point 3.3.1) et le test de croissance (28 jours ; protocole tres largement détaillé dans le
mémoire de doctorat de Bertrand Sancey (2011)). Ces deux tests permettent de mettre
en évidence visuellement et quantitativement (vide infra), entre autres, les effets de
RITS et/ou de solutions synthétiques sur la germination, ’élongation (racinaire et
totale ; Figure 1.14) et la croissance (masse et longueurs ; Figure 1.15) des semences et

plantules de laitue.

Témoin Ciel Cie 2 Cie3 Cie4
GR =100 % GR=75% GR=64% GR=55% GR=50%

Figure 1.16. Inhibition de la germination de semences de L. sativa exposées a 4 RITS
industriels différents (Sancey, 2011).
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Figure 1.17. Inhibition de la croissance de plantules de L. sativa exposées a 4 RITS
industriels différents (Sancey, 2011).
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Ils permettent aussi de souligner 'amélioration qualitative des effluents apres un
traitement chimique spécifique conventionnel (charbon actif, résine..) ou non

conventionnel (amidon, cyclodextrine...)(Figures .16 et 1.17).

Ciel Cie 2 Cie3 Cied
GR=75% GR=64% GR=55% GR=50%

Témoin
GR=100%

Ciel Cie 2 Cie3 Cied
GR=91% GR=88% GR=75% GR=78%

Figure 1.18. Exemple d’amélioration qualitative des RITS aprés traitement physico-
chimique sur la germination (ici via ’adjonction de cyclodextrine dans le rejet) (Sancey,
2011).

Apreés
traitement
Aprés
traitement
Apreés
traitement

|
Témoin Ciel Cie 2 Cie3 Cied

Figure 1.19. Exemple d’amélioration qualitative des RITS aprés traitement physico-
chimique sur la croissance (ici via ’adjonction de cyclodextrine dans le rejet) (Sancey,
2011).
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3.3.1Protocole du test de germination

Les tests de germination dont les résultats seront présentés dans ce manuscrit,
répondent tous (sauf exceptions) au protocole suivant (Figure 1.18). Trente semences!
de laitue sont disposées dans une boite de Pétri (100*15 mm), sur deux disques de
papier filtre et arrosées de 4 mL de 1/ eau osmosée (témoin), ou 2/ rejet
multicontaminé (dilué ou non ; pH compris entre 5,5 et 9,5), ou 3/ d'une solution
synthétique mono- ou poly- contaminée. Chaque condition (témoin, rejet pur, rejet
dilué) est testée en triplicatat. Toutes les boites sont enfin disposées dans une chambre
climatique (24 * 1°C) a l'obscurité, pendant sept jours. A l'issue de ces sept jours, les
plantules considérées “germées” sont comptabilisées® (¢f. 3.3.2 Taux de germination) et
mesurées (cf. 3.3.3 Elongations racinaire RL et totale TL). On note que le test est
considéré valide si et seulement si le taux de germination des témoins est supérieur ou

égal & 90 %.

/

+ 4 mL eau de contréle

T» 7 jours
QC P obscurité
24°C

30 graines
2 disques de papier filtre

+ 4 mL solution a tester

.

Figure 1.20. Protocole du test de germination (Source : ISO 17126).

3.3.1.1 Taux de germination GR

A la fin du test de germination, les plantules “germées” sont comptées, ce qui

permet le calcul d’un taux de germination (GR) selon I’équation suivante :

GR 653 100
=—X
GSC
ot GSS est le nombre de semences germées pour ’échantillon testé (rejet pur ou

dilué), et GSC est le nombre de semences germées pour le témoin (ou controle).

! Rondes, intactes et de taille homogene.
2 Est considérée germée, une plantule d’au moins 3 mm de long, présentant une racine, une tige et deux cotyledons.
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3.3.1.2 Courbe dose-réponse et CFEsg

Ce léger abus de langage (c¢f. 2.2.2 Mesures d’écotoxicité) est justifié par
I'utilisation généralisée de ce terme (courbe dose-réponse), qu’il s’agisse réellement
d’'une dose ou d'une concentration mesurée et exprimée en mg L7, en mg kg' ou en
partie par million ppm (Berry & Wallace, 1981). L’élaboration d’une telle courbe
(Figure 1.19) est permise par 'utilisation de la matrice Excel RegTox (version 7.0.6).
Les calculs des concentrations d’effet moyennes (ici 'effet est la germination) suivent

un modele de Hill.
100%

50%

Effet mesuré

CEsp

Concentration de la substance testée

Figure 1.21. Courbe dose (concentration) réponse type et CEs.

3.3.1.3 Elongations Racinaire RL et Totale TL

L’élongation des plantules s’exprime en mm. Les plantules relativement fragiles
sont a manipuler délicatement afin de les étendre le long d'une regle (Figure 1.20) et
mesurer les longueurs racinaire (RL) et totale (TL; de lextrémité de la racine a

I'hypocotyle de la plantule).
r J cotylédons
3
racine

o .
tige

Bl % ¥ B

]
Vsl
WA JM
Figure 1.22. Segments d’une plantule de laitue L. sativa (la plantule n’est pas étendue ici,
pour les besoins de I'illustration photographique).
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3.3.1.4 Indice de Germination GI1

L’indice de germination GI a été utilisé afin de compléter les résultats et les
interprétations des GR (Zucconi et al., 1981, 1985 ; Alvarenga et al., 2007 ; Varnero et
al., 2007). En effet, il permet de considérer des effets létaux (germination) et des effets

sublétaux (élongation). L’équation de cet indice est la suivante :

_ RLS X GSS
" RLC X GSC

ou GSS est le nombre de semences germées pour ’échantillon testé (rejet pur ou
dilué), GSC est le nombre de semences germées pour le témoin (ou controle), RLS est
la longueur racinaire pour I’échantillon testé (rejet pur ou dilué) et RLC est la longueur

racinaire témoin.
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ECOTOXICOLOGIE

“étude des effets délétéres de produits polluants sur ’ensemble des étres vivants d’un écosystéme donné
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+ définir 1’écotoxicité d’une substance
+ définir la probabilité d’exposition a cette substance
/_ « développer des méthodes d’évaluation
COMMENT ?
\..__________—__;
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“,\,\L"\ obscurité
i 24
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-
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" Test u facile » & reproductible

Objectifs de la thése

» Etude de la variabilité des réponses écotoxicologiques du test « laitue »
(approches méthodologique et physiologique)

dans les mélanges reconstitués

* Estimation et classement de la toxicité des principaux métaux présents dans les rejets de TS et
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TEST ECOTOXICOLOGIQUE LAITUE
LACTUCA SATIVA (L.)

1 VARIABILITE DES REPONSES
ECOTOXICOLOGIQUES
APPROCHE METHODOLOGIQUE

1.1 Contexte

Comme mentionné précédemment, le test écotoxicologique “laitue” est
couramment utilisé lors de I’évaluation de polluants. Ce contexte est un peu particulier
dans la mesure ou ces recherches ne sont a priori pas fondamentales. N’en déplaise aux
puristes, ce sont bien des études d’écotoxicologie qui sont présentées ici. Travailler avec
du matériel biologique en dormance peut sembler plus facile qu’avec du matériel
biologique nécessitant des soins quotidiens (escargots, algues, daphnies, poissons...).
C’est, en effet, plus simple, mais ne met pas a l’abri de problemes techniques aussi
triviaux que l'approvisionnement en matieres premieres, c’est-a-dire les semences. Ce
qui ne devait étre qu’'un simple test de routine pour vérifier la conformité des résultats
d’une variété disponible par rapport a une autre non disponible, a permis de mettre le
doigt sur un probléeme plus important : la conformité au standard et I'importance de la

variabilité des résultats en fonction de la variété choisie pour le test.
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1.2 Article soumis a CRBiol’

“Treated wastewater phytotoxicity assessment using Lactuca sativa : Focus on

germination and root elongation test parameters”.
Authors : Anne Priac, Pierre-Marie Badot, Grégorio Crini.
Abstract :

Sensitive and simple ecotoxicological bioassays like seed germination and root elongation
tests are commonly used to evaluate phytotoxicity of waste and industrial discharge waters.
Although the tests are performed following national and international standards, various
parameters such as the number of seeds per dish, test duration or type of support used remain
variable. To be able to make a correct comparison of results from different studies, it is crucial
to know which parameter(s) could affect ecotoxicological diagnosis. We tested four different
control waters and three seed densities. No significant differences on either germination rate or
root elongation endpoints were shown. Nevertheless, we found that the four lettuce cultivars
(Appia, Batavia dorée de printemps, Grosse Blonde Paresseuse and Kinemontepas), showed
significantly different responses when watered with the same and different metal-loaded
industrial discharge water. From the comparison, it is clear that a differential sensitivity scale
occurs among not just species but cultivars.

! Comptes Rendus Biologiques http://www.journals.elsevier.com/comptes-rendus-biologies



1.2.1 Introduction

Surface treatment (ST) is a very
important industrial sector in Europe and in
France, Franche-Comté is  especially
concerned. ST is well known to be one of
the largest consumers of chemicals (toxic
metals known to be harmful to humans and
to the environment in particular) and water
and to generate large amounts of toxic
waste water with a complex composition [1].
Despite the efforts made to clean up their
polycontaminated effluents, most commonly
by physicochemical treatment [2], industry
and scientists are confronted with a great
challenge: to remove the entire load of
organic and inorganic pollutants to assess
their ecotoxicological effects and hence
move towards zero pollution discharge [3,4].
While pollutant mixtures present in
discharge water after treatment are
relatively easy to characterize chemically,
assessing their impact on the environment is
usually difficult [2]: over the past few
decades, ecotoxicological methods have been
developed to complete chemical analysis [5].

Bioassays are widely carried out

following  national and  international
recommendations. Some very different
organisms are commonly used in
ecotoxicological ~ bio-monitoring: primary
producers (algae i.e.. Pseudokirchneriella
subcapitata [6]), primary consumers (aquatic
invertebrates ie.:

Daphnia magna,

Gammarus  pulex  [7]) or  secondary

consumers (aquatic  vertebrates i.e.:
Gambusia holbrooki [8]). Less frequently
used in comparison with faunal tests [9],
toxicity studies using higher plants have
however increased in recent years [11-12].
Ratsch [13] first concluded that the
inhibition of root elongation is a valid and
sensitive indicator of environmental toxicity.
Several articles [10, 14-20] have since shown

that  phytotoxicity  tests like  seed

germination rate (GR) and root elongation
(RE) tests present many advantages as
summarized in Table II.1. These bioassays
are simple, inexpensive and only require a
relatively  small amount of sample.
Moreover, the seeds remain usable for a long
time. The most common plant species
recommended by, among others, the US
Environmental Protection Agency [21], the
US Food and Drug Administration [22] and
the Organization for Economic Cooperation
and Development [23] are cucumber
Cucumis sativus, lettuce Lactuca sativa L.,
radish  Raphanus spp L., red clover
Trifolium pratense L. and wheat Triticum
studies  [20,  24]

compared some of these species and

aestivum.  Previous
recommended L. sativa as a bioindicator to
determine the toxicity of soil and water
samples.

Table II.1. Major advantages of phytotoxicity

assays using vascular plant seeds.

Advantages of phytotoxicity tests involving
seeds

(seed germination rate, root elongation, etc.)*

e  Simple and very reproducible method

e Applicable in situ and in vitro

e No requirement for major equipment

e  Minimal maintenance costs

e  Seeds are self-sufficient (no
adjuvants/nutrients needed in the test
water)

e Only small sample size required (e.g. water,
effluent, soil, sediment)

e No seasonality

e Seeds can be easily purchased in bulk

e Seeds remain viable a long time

e Rapid germination

*based on multiple references including [14, 15, 17, 10].

Brandsaeter — [25]
previously studied the effects of wvarious

Haugland  and

procedures and conditions on bioassay
sensitivity in allelopathic studies. They
pointed out that the lack of real
standardized bioassays makes comparison
between studies very difficult. It s



nowadays in fact the proceedings that are
not standardized: even when
phytotoxicological bioassays using lettuce
are performed in accordance with national
or international  standards,  multiple
parameters remain variable (Table 11.2). Di
Salvatore [10], studying synthetic solutions
containing metal ions, found that lettuce
GR and RE were not affected by substrate,
agar agar vs filter paper. However, there is
no literature comparing the parameters used
of industrial effluent, as that of the ST
industry.

Table II.2. Non-exhaustive list of parameters

that remain variable in seed germination

bioassays.
Parameter Examples
e  Cultivar e Regina; Buttercrunch;
Trocadero; Divina; Iceberg;
non-specified
e  Support e Agar agar; filter paper;
germination paper; non-
specified
e Seed pre- ®  Yes; no; non-specified
treatment When yes: 10 or 30%

hypochlorite solution

e Temperature o 20; 24; 28; room

[in °C] temperature; non-specified
* pH e 5.5 to 8.2; non-specified
e Dish e Glass; polyethylene; non-
specified

e Numb f
mber o e 10; 20; 50; non-specified
seeds

e  Amount of .
e 4 mL; 9 mL; non-specified

sample

¢ Duration °  72t0 192h

e Control e Distilled; deionized; milliQ);
water non-specified
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water quality, number of seeds per
germination dish and lettuce cultivar.

1.2.2 Material and Methods

1.2.2.1 Industrial discharge water

During this study, discharge waters
were once collected in 3 different surface
treatment companies (denoted Col, Co2
and Co3) in the Franche-Comté region. This
industrial  sector has to have a
decontamination station before discharging
effluent in the environment. Effluent
samples were collected at the outlet of the
decontamination station of each company.
The main activities of each company and
the related major environmental concerns
are reported in Table II.3. The table also
shows the concentration threshold in
discharge for key pollutants. The effluents
are average samples, characteristic of day’s
activity. Each treated water sample was
tested following the same concentration
range: 25, 50, 75 and 100%. All dilutions
were prepared in Reverse Osmosis Water
(ROW).

Table II.3. Main environmental issues
encountered by the two surface treatment
companies and the regulatory values (in mg L~
1) for different pollutants contained in the

water discharges (French law of 5™ September
2006).

*based on multiple references including [1, 5, 10, 13, 19,
20, 26-30).

The present study is based on the
assessment that proceeding parameters
could affect ecotoxicity diagnosis. Indeed,
we tested three of the most variable
parameters, using germination rate, root
and total lengths as end points: control

. Threshold
Contaminant(s) ..
Company and . emission
. . of major
main activity value
concern
(mg L-1)
Col
Zn 3.5
Treatment by .
. Ni 3.5
electrolysis
Co2
Fe
Plating with Ni
i
precious metals
Co3
Surtf:
urface Al 5

treatment of

aluminum




1.2.2.2 Lettuce seeds

Four lettuce (Lactuca sativa L.)
cultivars were germinated: Appia (A),
Batavia dorée de printemps (B), Grosse
Blonde Paresseuse (GBP) and
Kinemontepas (K). They were chosen
among the 1500 or so commercially
available cultivars. The seeds (Caillard,
Avignon, France) were all kept under
laboratory conditions, in the dark and
shielded from large modifications of
temperature and moisture [1].

1.2.2.3 Control and Toxicity tests

Germination rates for samples were
evaluated using the French normalized
method ISO 17126 [31]. Tests were
conducted using 100*15mm  disposable
plastic Petri dishes and 2 layers of filter
paper. Thirty plump undamaged seeds of
almost identical size were laid on the filter
paper in each dish, which contained 4 mL of
industrial discharge water (pH~8.4). Each
condition was tested in triplicate. All dishes
were kept in the dark, at 24+1°C, for 7 days
of exposure. A control test was performed in
triplicate for every condition tested.
Multiple
described in Table I1.4. After seven days,

parameters were tested as

germinated seeds were counted (GR) using
equation 1 (where GSS is the number of
Germinated Seeds in the Sample and GSC
the number of Germinated Seeds in the
Control) and plantlet growth measured
(root and total lengths; RL and TL; total
length refers to the root and hypocotyl of

the plantlets).

GR =2 %100 (1)
GSC

As recommended by the standard, GR
under 90% is unacceptable for control
conditions. Control water pH did not skew
germination test results as long as it
remained between 5.5 and 9.5.
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Table I1.4. Parameters assessed here.

Distilled Water DW

(pH 7.3)

Mineral water Evian®, E
(pH 7.2)

Reverse osmosis Water
ROW (pH 6)

Ultra Pure Water UPW
(pH 6.05)

Quality of water

15
20
30

Number of seeds per
Petri dish

var. Appia (A)

var. Batavia dorée de
Cultivar of lettuce printemps (B)
var. Grosse Blonde
Paresseuse (GBP)

var. Kinemontepas (K)

Lactuca sativa

1.2.2.4 Statistical analysis

All homoscedasticities were tested using
a Bartlett test as prerequisite for parametric
test. The germination rates were compared
using the Chi? test and lengths (root and
total) using Kruskal-Wallis tests, with a
significance  threshold of p<0.05. All
statistical analyses were performed with R
(2.15.1) (R Development Core Team, 2013,

WWW.T-project.org).

Dose-dependent curves and ECs, values
were calculated with Hill’s model using the
macro Excel Regtox free version EV 7.0.6.

Germination Index, GI, [32-35] were
used to assess the response variability
between lettuce cultivars. Calculations of
these indexes were performed using the
equations (2) where RLS is the Root Length
of the Sample, RLC the Root Length of the

Control.
] = RLSXGSS (2)
RLCXGSC

1.2.3 Results and Discussion

1.2.3.1 Control water

Four kinds of water (distilled, mineral,
RO, and ultra pure) were used as controls.



Table 1.5 reports the relative data of GR
and RL of seeds watered with the different
control waters. The assay was performed on
the same cultivar of lettuce. The results
showed that neither germination rate nor
root length showed significant differences.
For practical reasons, the control water
chosen was reverse osmosis water ROW.

Table II.5. Comparison between germination
rate GR and root length RL means (+ SD;
n=3) of L. sativa var Batavia dorée de
printemps (B) watered with four different
control waters (E, UPW, ROW, DW).

E UPW ROW DW P
value
GR 99 98 04
(%) +16 +£31 +£1.6 ‘
RL 1428 1464 1780 1444
(mm) +447 +£599 +911 +£579
TL 6314 6133 6521  67.73
0.441

(mm) +£420 +626 +618 +1.16
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1.2.3.2 Number of seeds per dish

Three seed densities (15, 20 and 30
seeds per dish) were tested, using the same
lettuce cultivar (var. B). Results for the 3
bioassay endpoints are detailed in Table
[I.7. It can be seen that there was no
significant difference between germination
rate (100%; 95%; 98%) and both root (17.5;
18.5; 17.8 mm) and total (62; 71; 65.4 mm)
length of the plantlet grown in dishes
containing 15, 20 and 30 seeds respectively.
Table II.7. Number of seeds per Petri dish

versus germination rate GR (%), root and
total lengths RL and TL (mm) of L. sativa

var B (n=3 replicates).

We synchronically tested the potential
ecotoxicological differences between the four
cultivars watered with ROW. Results
(Table 11.6) showed no statistical GR or RL
differences between the different cultivars.
Total lengths appeared to be different,
especially Appia’s total length from the 3
others. Differential cultivar total length was
attributed intrinsic natural differences as far
as root lengths were not significantly
different.

Table II.6. Comparison between germination
rate GR and root length RL means (+ SD;
n=3) of 4 lettuce cultivars watered with ROW.

Number of GR RL TL D
seeds (%) (mm) (mm) value
15 100 1 02
+ 8.5 + 12.7
20 95 18.5 71 ~0.05
+4 + 5.75 + 8.75
30 98 17.8 65.4

+3 +91 £ 16.8

A B K ecegp P
value
GR 95 96 93 96
0.357
(%) +£41 +£29 +£39 +34
RL 1620 2570 2807 2449
(mm) £540 +949 +£816 +£991
TL 5749 7150  81.05  74.27
0.02

(mm) +056 +455 +286 +15.02

Weidenhamer [36] reported that the
number of seeds relative to the solution
volume used in a seed germination bioassay
was a factor in the results obtained as the
amount of ferulic acid available to each seed
influenced  germination,  rather  than
chemical concentration of the tested
solution. It seems that there is not such a
consensus about the effect of seed number
on length: some report a correlation (e.g.:
[37]) and some do mnot (e.g.: [38]). Our
results show that for a 4 mL sample, seed
number (15 to 30 seeds) did not affect
either germination or elongation. For
practical reasons, the number of seeds per
dish was fixed at 20.

1.2.3.3 Seed cultivar

Bioassays were conducted using a
sample of raw discharge water, taken from 3
different surface treatment
(ColS1, Co2S1  and

companies
Co3S1).  The



characteristics of the samples are reported
in Table I1.8.

Table II.8. Physicochemical characteristics of 3
discharge waters (ColS1, Co02S1, Co3S1) from
the 3 industrial sites investigated in this study
(all concentrations are expressed in mg L7,

except the conductivity in pS cm™).

P ¢
arameter /o Co281  Co3Sl

Metal
pH 8.5 8.4 6.9
Conductivity - 1730 3280
Fe 1.97 5.18 0.117
Cr 0.13 0.079 0.12
Zn 2.67 0.15 0.05
Ni 0.6 0.96 0.49

100%

Germination rate

Sl . . GBP

Effluent concentration

Fig. II.1. Lettuce germination rate versus
concentration of ColS1 raw discharge waters
for the four lettuce varieties (Batavia B,
Kinemontepas K, Appia A and Grosse Blonde
Parresseuse GBP).

Figure 1 shows the 4 different dose-
response curves of the 4 lettuce cultivars
watered with ColS1. It can be seen that
when watered with the same effluent
sample, the 4 cultivars did not show the
same ecotoxicological response. This was
confirmed by the results described in Table
I1.9 which presents GR and GI of every
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diluted sample assessed on the 4 lettuce
cultivars, and ECs of every sample. GR
decreased with all the four raw samples.
The intensity of the decrease depends on
the sample (e.g.: var B’s germination rate
varied from 45 + 4.1 to 93 + 2.4 %).
Indeed, Charles et al. [1] showed that
lettuce ecotoxicological response variability
can be linked with the chemical composition
of the samples, which varies on a daily basis
(Table 11.8). Differences between GRs were
significant: for example, values for undiluted
ColS1 were 2 + 2.4%, 45 + 4.1%, 0% and
20 + 8.2% for var A, var B, var GBP and
var K, respectively (Fig. 1). The same
observation was made considering all the
tested samples and ECss (Table 11.8). After
comparing GR and ECs, values, var A was
found to be the most sensitive cultivar, vars
K and GBP medium, and var B the most
resistant to the three effluents tested. This
was confirmed by comparing GRs/ECses
sensitive scale with Gis sensitive scale.

Although  germination rate (lethal
endpoint) is the most commonly used
endpoint, it is not the most sensitive [39]:
root length (sublethal endpoint) has often
proved to be a more sensitive parameter but
not as easy to measure as germination. This
is the reason why GI, first defined to assess
toxicity [32],
advantageously relative seed germination

compost combines

and  root  elongation  measurements,
generating an objective sensitivity scale,
here: B > K > GBP > A, where the Appia

cultivar is the most sensitive of the four.



Table I1.9. Germination rate, ECs0 and germination index values for the four lettuce cultivars watered with the four effluent samples.

Treatment (tested effluent concentration)

Sample Lettuce cultivar 25% 50% 75% 100% ECso Sensitivity Scale
B 98 + 2.4 92 + 24 97 +£ 2.4 45 £ 4.1 99.75
K 70 + 14.7 58 + 11.8 42 +11.8 20 + 8.2 59.15
ColS1 B>K>GBP>A
A 47+ 24 7T+24 2+24 2+24 25.11
GBP 83 £ 6.2 35 £ 82 18 £ 6.2 0 42.93
B 73+ 2.4 93 £24 87 £ 6.2 77 + 14.3 n.a.
Germination Rate K 95 92 +5 92 + 2.5 87 £ 2.5 n.a.
Co2S1 B~K~GBP>A
GR [%] A 82 + 8.5 52 + 14.3 33 +£6.2 28 + 14.3 61.17
GBP 97 + 4.7 97 £ 6.2 97 + 4.7 68 + 6.2 n.a.
B 98 + 2.4 90 £ 4.1 88 + 2.4 85 £+ 4.1 n.a
K 97 £ 4.7 100 98 + 2.4 92 +£24 n.a
Co3S1 B~K>GBP>A
A 93 + 24 82 + 6.2 67 £ 6.2 35+ 4.1 90.01
GBP 100 98 +£ 24 88 + 2.4 72 + 4.7 n.a
B 1.5 1.45 1.42 0.4
K 0.96 0.67 0.33 0.13
ColS1 B>>K>GBP>A
A 1.12 0.13 0.03 0.05
GBP 0.89 0.51 0.23 0
B 1.21 1.16 1.42 1.18
Germination Index K 0.73 0.98 1.01 0.98
Co2S1 B>GBP~K >A
GI A 1.23 0.74 0.59 0.32
GBP 1.21 1.16 1.13 0.85
B 1.01 0.77 0.70 0.53
K 1.04 0.88 0.7 0.56
Co3S1 B~GBP>K>>A
A 0.49 0.42 0.32 0.23
GBP 1.32 0.92 0.68 0.49




Toxicity and ecotoxicity depend on the

bioassay indicator and the endpoints
considered [40]. Differences in sensitivity of
plant species to various pollutants have
been demonstrated [10, 41-43]. Wang and
Freekmark [17] reviewed and concluded that
sensitivity varies among toxicants and
taxonomic groups and species. Bio-indicator
variety’s choice has already been showed for
specie  like  potatoe  (Mench,  1993;
Gravoueille, 1999) or wheat (Clarke et al.,
1997; Raimbault, 2001). Beside the risk of
toxicity underestimation when only one
bioassay is used [44], Cairns and Pratt [45]
concluded that the potential difference in
results from one species to another may

affect the extrapolation accuracy.

1.2.4 Conclusion

This study demonstrated that among

multiple variable germination and

elongation test proceeding parameters,
control water quality and seeds density did
not affect neither lettuce germination rate
nor root or total lengths. However, when
sensitivity differences among species are well
known, it appears that cultivar has a major
effect in the assessment of discharge water
toxicity: we suggest to carefully choose the
bioindicator  cultivar, and may be
proceeding rapid tests among multiple
cultivar. It would be interesting in further
which

physiological phenomena (e.g. metal uptake)

investigations to determine

are different, and can explain
ecotoxicological differences observed.
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1.3 Conclusions & Perspectives

Il est donc connu et reconnu que le “test laitue” est un outil entre autres simple
et rapide (Tableau II.1) pour évaluer I’écotoxicité potentielle de solutions synthétiques
(Di Salvatore et al., 2008 ; Section III, Chapitre 2), et/ou la qualité d'un rejet
industriel et ses effets sur ’environnement (Charles et al., 2011 ; Section II, Chapitre
1). Néanmoins, les indices d’écotoxicité ne sont pas une réponse absolue aux questions
environnementales que 'on se pose (Libralato et al., 2010) : différents facteurs peuvent

influencer la sensibilité, et donc les réponses d'un bio-essai (Tableau I1.10).

Tableau I1.10. Facteurs d’influence sur la sensibilité des bio-essais.

Parameétre / Facteur Référence(s)

F d duit
orme du produl Brungs, 1973 ; Patra et al., 2004

(e.g. ETM)
Domaine Repetto et al., 2001 ; Pandard et al., 2006 ;
(Animal, Végétal, Bactérien) Pablos et al., 2009 ; Section III, Chapitre 2

Sloff et al., 1983 ; Blanck, 1984 ; Miller et al., 1985 ;
Groupe, Espece Wang & Freemark ; Di Salvatore et al., 2008 ;

Libralato et al., 2010

Dutka et al., 1989 ; Ramos et al., 2009 ;

Ni Trophi
Hveatt Lropiuaue Carravieri et al., 2014

Age Malinga et al., 2010 ; Blévin et al., 2014

Sexe Ramos et al., 2009 ; Barrera-Garcia et al., 2012
Potentiel osmotique Haugland & Bransaeter, 1996

Endpoint Wangberg et al., 1995

Dans cette étude, il apparait que, parmi les facteurs d’influence du test, on peut
aussi compter la variété (cultivar) du bio-indicateur, et les classer de la plus a la moins
sensible : Appia, Grosse Blonde Paresseuse et Kinemontepas!, Batavia. Si John et van
Laerhoven (1970) ont mis en évidence des effets différentiels du Cd sur six variétés de
laitues différentes, on notera que les protocoles étaient différents dans la mesure ou ce
sont des RITS qui ont été évalués lors de tests de germination quand John et van
Laerhoven réalisaient des tests de croissance sur des solutions synthétiques avec ajout
de solution nutritive. Nos quatre variétés appartenant au méme groupe (Pommées), il

serait intéressant pour ne pas dire pertinent ou nécessaire de multiplier les tests

! La GBP et la Kinemontepas sont deux variétés visiblement moyennes dans la mesure ou en fonction de la composition du
RITS testé, 'une peut étre plus sensible que l'autre et vice versa.
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variétaux (inter- et intra- groupes) afin d’obtenir un classement de sensibilité plus
étoffé (e.g. Semenzin et al., 2007). En effet, comme synthétisé dans le Tableau 1.7, les
réponses  écotoxicologiques individuelles (nécrose, chlorose, diminution de la
croissance...) sont le reflet d’atteintes physiologiques profondes (respiration cellulaire,

photosynthese, synthése protéique, transport ionique...).

Relevons également qu’aucun effet de la densité spatiale des semences sur les
différents endpoints mesurés (taux de germination, longueurs racinaire et totale) n’a été
relevé, contrairement a ce qu'ont démontré Weidenhamer et ses collaborateurs (1987)
en traitant des semences de concombre dans différentes conditions. Il serait d’ailleurs
intéressant d’estimer la variabilité des réponses écotoxicologiques d’especes végétales
également tres utilisées dans des bio-essais, comme le concombre, la tomate, le soja, le
blé ete. (Di Salvatore et al., 2008). Comme précisé dans 'article (cf. 1.2.3.2. Number of
seeds per dish), les relations entre la taille et I’abondance ne font pas encore 'objet

d’un consensus (Guo et al., 2000 ; Woodward et al., 2005 ; White et al., 2007).

Pour I’heure, il semble incontournable d’expliquer, ou tout du moins de tenter,

ces différentes écotoxicologiques d’un point de vue plus physiologique.
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Si les pollutions anthropiques sont des maladies et les biotests sont les
examens que ’on fait passer au patient, les réponses écotoxicologiques sont
les symptomes de cette maladie. Comme pour toute maladie, pour la guérir
et surtout la prévenir, il ne faut pas se contenter de supprimer les
symptomes : c’est une résolution temporaire. Il convient de connaitre le
maximum de tenants pour comprendre les aboutissants. Ainsi, pour tenter
d’expliquer les différences de réponses des variétés de laitues, il est

indispensable de zoomer et de prendre un point de vue plus physiologique.



2 VARIABILITE DES REPONSES
ECOTOXICOLOGIQUES
APPROCHE PHYSIOLOGIQUE

2.1 Contexte

La sensibilité des variétés de laitues testées a été ordonnée, la Batavia étant
toujours la plus résistante aux RITS, I’Appia la plus sensible. C’est la raison pour
laquelle nous avons choisi de ne garder que ces deux variétés pour opérer des dosages.
La Kinemontepas et la Grosse Blonde Paresseuse étaient trop “moyennes” et
interchangeables, le risque d’obtenir des résultats “moyens” et tres difficilement

interprétables, était trop grand.

Les produits testés sont a mnouveau des RITS, principalement composées
d’ETMs. Le protocole de germination a été légerement modifié pour satisfaire aux
exigences techniques de I'ICP, qui nécessite une certaine masse d’échantillon pour
procéder aux analyses : ainsi, chaque condition (témoin ; rejet dilué, rejet pur) a été

testée non pas en triplicata mais en triple triplicata.



99

2.2 Article en préparation

“Differential uptake of trace element in two Lactuca sativa varieties”.
Authors : Anne Priac, Nadia Morin-Crini, Badr Alaoui-Sossé, Grégorio Crini.
Abstract :

The lettuce Lactuca sativa L. is one among the most recommended higher plants
for ecotoxicological bioassays. Previous studies have shown that some parameters do
not have impacts on ecotoxicological results (e.g. growth substrate, seed Petri dish
density..). However, it also had been shown that lettuce variety has impacts
ecotoxicological results (e.g. germination rate, elongation...). Pursuing these works, we
watered two different lettuce seed varieties (Appia and Batavia dorée de printemps)
with raw and diluted (25, 50 and 75%) surface treatment polycontaminated discharged
water, which are really complex mixtures and anthropogenic source of organic
molecules, mineral elements, salts, and metal ions. Effluents, seeds and plantlets were
analyzed by ICP-AES spectrometry. Metallic pollution is known to be an important
stress, affecting plant growth, photosynthesis, phytoaccumulation efficiency etc, and
represents energy expenses for the plant. This comparative study combined
ecotoxicological, chemical and physiological assessments: (i) germination rate results
confirmed intraspecific sensitivity differences, Appia being more sensitive to discharge
water pollutants than Batavia; (ii) seed chemical analysis showed significative Na, Ni
and Cd inner composition differences between the two varieties; (iii) plantlets analyses
seemed to define two different metal uptake patterns. Considering ecotoxicological
bioassays, and their importance in environmental assessments, variety’s choice should

be more considered as crucial parameter and at least mentioned in published studies.

Remarque :

Dans le texte Priac et al., submitted se réfere a I'article présenté dans le chapitre

1 de la Section II (p 84)



2.2.1 Introduction

In regions where water shortage
represents a serious problem, but also in
subtropical and temperate areas (Barton et
al., 2005; Bixio et al., 2006), wastewater is
more and more used to irrigate farming
fields (fruits trees, cotton, vineyards,
cereals,..) and also leasure places as golf
courses or public gardens (Bahri &
Brissaud, 1996). Even used under strict
sanitary criteria (Toze, 2006), wastewater,
sludge and other nonconventional source of
water or amendment reuse are thus
becoming  important  ecological  and
ecotoxicological issues (Renoux et al., 2001;
Katz et al, 2009), encouraged by the
endless increasing urbanization (Ben Fredj
et al., 2014). Industrial discharge water
(DW), especially those generated by surface
treatment (ST) industries, although usually
respecting regulatory standards, releases
into the aquatic ecosystems various loads of
hazardous substances including: metallic
trace elements (MTE), organic matter as
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs)
and volatile organic compounds (VOCs)
(Charles et al. 2011; Morin-Crini et al.
2013). Relatively easily assimilated by
organisms, metals lead to long term toxic
effects on the environment (Komjarova and
Blust 2009; Charles et al. 2011).

Laboratory  tests  assessing DW
ecotoxicological risks and effects are
numerous, using animal, vegetal and
microbial indicators (Ratsch & Johndro,
1984; Wang & Freemark, 1995; Bierkens et
al., 1998; Castillo et al., 2000; Alvarenga et
al., 2007; Benzarti et al., 2008; Cairns &
Pratt 1989; Bascombe et al. 1990; Farré &
Barcelo 2003; Pandard et al. 2006; Charles
et al. 2014). Nevertheless, it was pointed
out that toxicity assessment strongly relies
on the choice of bioindicators and the

endpoints used in the bioassays (Wangberg

et al. 1995; Beauregard & Ridal, 2000;
Libralato et al. 2010; Priac et al
submitted) since sensitivity varies among
taxonomic groups and species (Codina et
al., 1993; Ribo, 1997; Shoji et al., 2000;
Miller et al. 1985; Wang & Freemark 1995;
Di Salvatore et al. 2008). For several years
our research group has used biomonitoring
tests with animals (Daphnia magna,
Gammarus pulex) or plants (Lactuca
sativa) to assess ST effluents toxicity: to
our knowledge, little scientific research has
been done on the actual environmental
impact of DW from this industrial sector
(Schittrmann & Market 1998; Backhaus et
al. 2003; Sancey et al. 2011; Kadirova et al.
2014).

Lettuce Lactuca sativa (L.) deserve
particular attention as it is one of the most
cultivated crop specie (25 million tons
produced in 2012; FAO, 2014) and also is
recommended for ecotoxicological bioassays
(EPA, 1996; FDA, 1987; OECD, 2003),
among wheat, tomato or cucumber (Wang,
1987; Banks & Schultz, 2005). Germination
tests are simple, quick, reliable, less
expensive and do mnot require major
equipment  (Dutka, 1989; Mayer &
Poljakoff-Mayber, 1989; Wang & Freemark,
1995; Wang et al., 2001; Di Salvatore et al.,
2008). Tests are normalized, but at some
points parameters are very variable (seed
abundance, container quality, growth
substrate, test duration, lettuce variety..).
In 2008, Di Salvatore et al. compared
germination success using 2 different
substrates: agar agar and filter paper:
results showed that germination rates were
not affected by substrates. However, we
recently pointed out intraspecific

ecotoxicological responses differences
between 4 lettuce varieties (Priac et al.,
submitted). We performed ecotoxicological

germination tests on two different lettuce



varieties, depending on their sensitivity to
industrial polycontaminated DW (Priac et
al., submitted): Appia and Batavia dorée de
printemps, being respectively the more and
less sensitive lettuce assessed then. If some
research  reported  variety  sensitivity
differences  while  studying  physical
parameters as salt and salt plus
temperature effects (Ayers et al., 1951;
Maas & Hoffman, 1977; Shannon &
McCreight, 1984; Pasternak et al., 1986;
Coons et al., 1990) and one comparing Cd
effects on lettuce variety (John & Van
Laerhoven, 1970), to our knowledge, no
study compared direct ecotoxicological
impacts on germination rate and plantlet
elongation of chemical pollutions as ST

polycontaminated DW.

The aims of this work were to (i)
identify and quantify DWs  metal
composition, (i) try to  explain
(internal

physiologically composition,

uptake capacity) the observed
ecotoxicological response differences, and
(iii) show that the choice of the variety can
be determinant for the ecotoxicity

assessment.

2.2.2 Material and Methods

2.2.2.1 Industrial discharge waters

Discharge waters were collected at the
outlet of effluent decontamination stations
(physicochemical  treatment  preceding
environmental release) of 2  different
companies (denoted Col and Co2) in the
Franche-Comté region. Each of the 2 DW
came from a sample characteristic of a
day’s work in the plant. Fach sample was
tested following the same DW
concentration range: 25, 50, 75 and 100%.
All dilutions were prepared in reverse

osmosis water (ROW; pH 6). The pH was
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measured using a portable pH meter (model
3110 WTW, Ales, France).

2.2.2.2 Lettuce Seeds

Two lettuce (Lactuca sativa (L.))
varieties were germinated: Appia (A) and
Batavia dorée de printemps (B). As
improper storage could lead to seeds quality
and test results alteration (Beauregard &
Ridal, 2000), seeds were all kept under
laboratory conditions, in the dark and
shielded from large modifications of
temperature and moisture.

2.2.2.3 Control and toxicity test

Germination bioassay (germination test
ISO 17126, 2005) were realized following
the method described in detail by Priac et
al. (submitted). For this study, 20 plump
undamaged seeds were laid on the filter
paper in each dish (100*15mm disposable
plastic Petri dishes) and watered with
ROW  (control dishes), DW sample
(concentration range: 0, 25, 50, 75 and
100%). Each condition was carried out by 3
triplicates, to provide enough vegetal
matter for the ICP analysis. All dishes were
kept in the dark, at 24 +1°C, for 7 days of
exposure. As recommended by the
standard, DW pH must be between 5.5 and
9. To validate the test, germination rates
(GR) of controls must be higher than or
equal to 90%. After 7 days, germinated
seeds were counted to calculate GR, using

the following equation:

GSS

GR = TSN x 100

where GSS is the number of
Germinated Seeds in the Sample and TSN

the total seeds number.

2.2.2.4 Statistical analysis

All  homoscedasticities were tested
using a Bartlett test as prerequisite for
parametric test. The germination rates were
compared using the Chi? test (significance



threshold of p<0.05). All statistical
analyses were performed with R (2.15.1) (R
Development Core Team, 2013, www.r-
project.org). Dose-dependent curves and
ECs values were calculated with Hill’s
model using the macro Excel Regtox free
version EV 7.0.6.

2.2.2.5 Chemical analysis

Seeds (3 samples of each variety) and
plantlets (3 samples per tested condition)
from each triplicate were then pooled, oven
dried at 60°C to a constant dry mass,
weighted and prepared for analysis.
Approximately 50 mg of each dried sample
were digested with nitric acid and hydrogen
peroxide (3.5:1 v/v) (HNO; 65 % and H,O,
30% w/v ultra-trace analysis grade, Fisher
Scientific, Illkirch, France, respectively) in a
digestion system (DigiPREP, SCP Sciences,
Courtaboeuf, France). After digestion, the
samples were diluted by adding ultra-pure
water (18.2 M cm). Samples were
systematically  filtered before analysis
(DigiFILTER, SCP Sciences, Courtaboeuf,
France). Metal (Al, As, Ca, Cd, Co, Cr,
Cu, Fe, Hg, K, Mg, Mn, Na, Ni, P, Pb, Sb,
Se, Si, Sn, Sr, Ti and Zn) concentrations
were measured in all samples by Inductively
Coupled Plasma Atomic Emission
Spectrometry (ICP AES, iCAP 6500 radial
model, ThermoFisher, Courtaboeuf,
France). Results were expressed as
milligrams per grams of dry mass (mg g*
dm) for the total vegetal sample, and for
mg L' DW samples. Blank samples and
Certified Reference Materials (oriental
basma tobacco leaves, INCT-OBTL-5, LGC
Promochem, Molsheim, France; Hard
Drinking Water, ERM-CA 011B, LGC
Promochem, Molsheim, France) were
similarly prepared and analyzed with the
samples. Quality control (QC) solutions
were periodically analyzed to monitor for
potential temporal instrument deviation.
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Average recoveries of the CRM were always
situated in the range of 80 to 120%.

2.2.3 Results and Discussion

The first aim of the study was to
identify and quantify the metals present in
the two samples. Eleven over 22 MTE were
detected in Col (Co, Fe, Mn, Ni, Zn, Ca,
K, Mg, Na, P and Si) and 8 were detected
in Co2 (Al, Ti, Mn, Ca, K, Mg, Na and Si);
As, Cd, Cr, Hg, Pb, Sb, Sn and Cu were
below quantification limit (QL) or detection
limit (DL) (Table 1). Results showed that
only 6 elements were detected on both
samples (Mn, Ca, K, Mg, Na and Si), which
were nutritional essential components for
an organism like the lettuce. Both DWs fit
environmental quality criteria.

Ecotoxicology assessment completes
physicochemical analyses (Cairns & Mount,
1990; Fent, 2004; Fjéllborg et al., 2006):
both industrial DWs were under regulatory
limits and considered as “chemically
correct”, but germination tests showed
differential  impacts on lettuce seed
germination (Table 2). DW samples ECsy
were both incalculable for Batavia variety,
as GR was superior to 50% for each tested
condition. Appia variety appeared more
sensitive to DW samples than Batavia, as
Col ECs5 was 62.25% and 23.37% for Co2.
Interspecific  ecotoxicological  differences
have already been pointed out (Adema &
Henzen, 1989; Baud-Grasset et al., 1993 ;
Arambasic et al., 1995 ; Banks & Schultz,
2005; Clemens, 2006 ;Alvarenga et al.,
2007). Coons (1990) showed intraspecific
response  differences  to  temperature
enhanced in presence of NaCl. As
previously demonstrated (Priac et al,
submitted), varieties were here confirmed to
be more (var A) or less (var B) sensitive to
ST DW.



The seeds analysis reported in Table 3
showed that Appia seeds are significativelly
richer in Cd, Ni and Na than Batavia seeds
(respectively, 404, 301 and 129%). Nickel
has been considered for a long time as a
toxic element. Nowadays, it is considered as
an essential element, according to the
symptoms apparition in case of deficiency
and its role in the urease metabolism, for
animals (e.g.: Nielsen et al., 1975; Muyssen
et al., 2004), bacteria (e.g.: Wu, 1992) and
plants (e.g.: Eskew et al., 1984; Brown et
, 1987 a, b; Gerendas et al., 1999;
Follmer, 2008). Yet, it is curious to find
cadmium in detectable quantities in intact

al.

seeds, as it has no biological functions and
induces toxic effects on plants as
germination and  growth  inhibition,
photosynthetic alterations, morphological
and genetic damages (e.g. Péahlsson, 1989;
Das et al., 1997; Ramos et al., 2002;
Siddiqui et al., 2009). Meanwhile, Simon
(1977) reported ecotypic Cd tolerance,
jointly with Zn and Pb. Previous studies
(Moise et al, 2005; Seregin &
Kozhevnikova, 2006) pointed out a more
than possible MTE coat (or pericarp)
permeability, especially for Cd, Ni and Pb;
Cd which was found to be restricted to the
pericarp, even if seeds are known to provide
protection against metallic stress as there is
limited MTE influx (Kranner & Colville,
2011). Still, cadmium seeds contamination
might be explained wvia mother plants
contamination, which could have been
treated with pesticides or phosphate
enriched fertilizers (Schroeder & Balassa,
1963; Robert & Juste, 1997; Byrne et al.,
2009).

2.2.3.1 Differential uptake and
focus on cadmium

Tables 4a and 4b show the inner
composition of the different treatments
pooled plantlets for respectively Col and
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Co2 DW. As it was one of the
significatively different element measured in
lettuce seeds, we decided to focus on Cd
and its interactions with other elements. To
easily visualize the elements concentration
variations, we logged the results of Cd
plantlets concentrations (IFigure 1). Batavia
plantlets analyses showed Cd
concentrations decreasing (p=~0.038) while
Fe and Zn values are slightly (p=0.052)
and significantly (p=0.017) increasing.
Appia plantlets analyses showed similar
results (respectively p=0.01, p=0.037 and
p=0.002). Because of the lack of essential
nutrients transporters specificity (Clemens,
2006), Cd has been shown several times to
act like antagonist and to be transported
through the same transport systems used
for iron, zinc and calcium (Thys et al.,
1991; Siedlecka, 1995; Verret et al., 2004;
Clemens, 2006; Zorrig et al., 2011), which
seemed to confirm our results.

Appia and Batavia seemed to follow
the same similar trend although Appia
trace element concentrations appeared
superior to Batavia’s (except for the Zn
values for control and Co2 25%-diluted).
According to Antonovics et al. (1971),
cations like Zn** and Fe*" have prospective
effect against Cd*" toxicity. Surprisingly,
whereas Appia appeared to be richer than
Batavia in these essential elements,
ecotoxicological effects, as germination
success, tend to be less effective. Alexander
et al. (2006), or Koeppe before him (1977),
showed mnot only interspecific uptake,
accumulation or retention  differences
between growing plants watered with
synthetic solutions (spinach, carrot, French
bean, pea, onion and lettuce), but also
intraspecific significative differences,
especially with lettuce. Plant tolerance to
heavy metals can be achieved by different
strategies  (Simon, 1977; Barcelo &
Poschenrieder, 1990; Sanita di Toppi &



Gabbrielli, 1999) as
exclusion, complexation.. This could explain

selective  metal
not only the decreasing inner composition
event in macronutrient but also the earlier
and more intense mortality when watered
with raw and diluted industrial discharge
we should

water samples. Nevertheless,

keep in mind that Ilettuce accumulator

status is not settled yet. Lactuca sativa is
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indeed
hyperaccumulator for among others Pollard
et al. (2002), Mensch & Baize (2004) and
(2006), as a
hyperaccumulator for Benzarti et al. (2008)
(1994)

considered as well as a

Alexander et al. non

reporting Baker et al previous

works.

Table I1.11. Metals concentrations in the discharge waters from Col and Co2 industries (mg L)

Element LDM LQM Col Co2
Al 0.0062 0.0207 n.d. 1.537
Co 0.0009 0.0029 0.028 n.d.
Ti 0.0007 0.0025 n.d. 0.025
Fe 0.0011 0.0037 3.36 n.d.
Mn 0.0002 0.0006 25.91 0.114
Ni 0.0011 0.0038 0.75 n.d.
Zn 0.0002 0.0005 0.227 n.d.
Ca 0.0048 0.0160 19.55 24.76
K 0.0223 0.0744 42.58 8.58
Mg 0.0048 0.0161 3.42 2.57
Na 0.0060 0.0199 316.28 253.40
P 0.0026 0.0086 3.72 n.d.
Si 0.0035 0.0116 4.99 2.50

n.d. are values < detection or quantification limit;
As, Cd, Cr, Hg, Pb, Sh, Se, Sn and Cu were under limits for both Col and Co2 samples.

Table I1.12. Germination Rates (GR) and ECso values for the 2 lettuce cultivars A and B watered

with 2 DW samples.

Treatment (tested DW concentration)

Sample pH Lettuce 25% 50% 75% 100% ECso
cultivar
8.5 A 82 4+ 8.5 534+ 143  33+62 28+ 143 6225
Col + 0.1 B 73 4+ 2.4 93 + 2.4 87 +62 77 +14.3 -
8.4 A 47 4+ 16.3 17+9.1 2+ 34 1416 23.37
Co2 + 0.1 B 94 + 3.7 89 + 6.4 93 +6.7 66+ 11 -

Control Germination Rate > 90%
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Table I1.13. Mean (and standard deviation) values for trace element and nutrients concentration (pg

g! of dry mass) in lettuce (Lactuca sativa L., cultivars Appia and Batavia dorée de printemps) seeds.

Cultivar Al Cd ** Cu Fe Mn * Ni ***  Zn
A 21.59 0.42 21.96 181.28 26.95 8.90 126.57
+ 2.46 + 0.02 + 14 + 19.30 + 1.04 + 0.33 + 7.65
23.99 0.10 17.96 147.86 23.64 2.89 108.85
B + 1.04 + 0.01 + 0.16 + 6.64 + 1.00 + 0.06 + 3.07
Ca K Mg Na * P Si
2146.12 7895.62 4308.95 256.64 9679.8 21.65
A + 130.29 + 350.22 + 242.60 + 18.29 + 538.77 + 2.61
1938.28 8493.49 4016.11 199.00 8336.74 21.08
B + 22.63 + 214.12 + 80.44 + 2.37 + 109.15 + 0.34
As, Co, Cr, Hg, Pb, Sb, Se and Sn were under detection or quantification limits in both “A” and “B” seeds
*: p value < 0.05; ¥*: p value < 0.01; ***: p value < 0.001
Cd Fe Zn
wosd he .

Figure I1.2. Cd, Fe and Zn logged values (and single linear regression) of Appia and

week growing plantlets against the DW concentration.

Batavia one



Table II.14a. Metals and majors Appia and Batavia dorée de printemps Col watered plantlet concentrations (expressed in png g of dry mass).

Treatment (tested effluent concentration)

var Appia var Batavia dorée de printemps
Sample Element Control 25% 50% 75% 100% Control 25% 50% 75% 100%

Ca ® 3.32 £ 0.41 6.87 £+ 0.09 6.98 £ 0.15 7.76 £ 0.63 8.70 + 0.67 5.09 £ 0.25 6.16 == 0.35 6.88 £ 0.12 7.60 £ 0.17 7.58 + 0.21
Cu 38.12 £ 1.96 40.16 £ 0.56 39.37 £ 2.50 37.41 + 2.86 44.22 £+ 8.49 34.37 £ 0.85 33.03 £ 0.76 33.32 £ 0.81 32.45 £ 1.61 32.93 + 0.46
Fe 114.13 +£ 2.20 106.37 + 3.16 112.79 + 17.40 90.19 £ 13.46 165.12 + 31.14 75.66 £+ 6.53 74.86 + 3.35 72.76 + 8.11 73.39 + 11.54 81.29 £+ 3.20
K ® 11.75 £ 0.49 15.84 4+ 0.50 19.64 + 1.23 20.96 £+ 0.20 35.87 £ 3.95 13.63 £ 0.76 15.49 4+ 0.42 17.94 4+ 0.31 21.26 + 0.40 23.58 +0.58
Mg @ 5.59 £ 0.16 6.07 £ 0.04 5.96 £+ 0.07 5.84 + 0.22 6.36 + 0.96 5.06 £ 0.13 5.08 £ 0.04 4.83 £0.12 4.94 + 0.10 4.72 + 0.06

Col Mn 53.99 £ 2.45 62.38 £ 0.99 63.79 £ 0.87 62.91 £+ 4.12 69.37 £ 7.21 38.66 £ 0.66 50.47 £ 2.54 50.21 £ 1.38 53.15 £ 0.97 51.59 £ 1.61
Na @ 103.26 £ 9.29 129.52 £+ 3.03 116.30 £ 3.83 120.35 + 9.03  105.53 + 4.66 88.82 £+ 9.43 107.90 £ 9.29 99.44 £+ 5.21 107.87 £ 3.72  99.01 £ 4.58
Ni 10.89 £ 1.35 12.70 4+ 0.54 13.561 £ 1.01 13.33 £ 1.88 13.23 £ 0.00 5.16 £ 0.33 5.04 + 0.30 5.71 + 0.56 7.48 4+ 0.58 8.18 +0.40
P® 12.12 £ 0.51 12.63 £+ 0.17 12.60 £ 0.19 12.33 £ 0.30 13.64 £+ 2.26 10.20 £+ 0.07 9.76 + 0.21 9.62 £ 0.15 9.81 + 0.13 9.55 £+ 0.23
Si < DL or QL 26.11 + 3.72 33.62 £+ 8.78 23.21 £+ 6.67 16.02 £ 1.81 16.53 £ 1.58
Zn 142.47 + 5.25 158.60 + 15.33 157.50 + 6.97 150.92 + 7.11  169.12 £+ 27.16 138.09 + 10.66 122.85 +£ 9.85 125.76 £ 1.24 131.12 + 3.72 12545 £ 7.72

Al, As, Cd, Co, Cr, Hg, Pb, Sb, Se, Sn and Ti were under detection or quantification limits in both “A” and “B” plantlets

@) mean concentration values and sd in mg g of dry matter
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Table I1.14b. Metals and majors Appia and Batavia dorée de printemps Co2 watered plantlet concentrations (expressed in pg g! of dry mass).

Treatment (tested effluent concentration)

var Appia var Batavia dorée de printemps
Sample Element Control 25% 50% 75% 100%® Control 25% 50% 75% 100% 100%™
Al 27.84 £ 5.46 48.35 £ 12.37 < DL or QL < DL or QL 104.05 40.34 £ 9.12 60.34 £ 4.01 86.99 + 6.97 102.74 + 8.40 137.24  117.76
Ca® 5.67 + 0.08 8.66 &+ 0.58 10.45 £ 0.87 6.35 4.27 6.23 + 0.15 8.90 + 0.79 8.81 + 0.31 7.67 £ 0.61 9.15 4.81
Cd 0.54 + 0.01 0.50 £+ 0.12 < DL or QL < DL or QL 0.48 0.38 £ 0.14 0.16 & 0.03 0.16 4+ 0.00 < DL or QL 0.10 < DL or QL
Co < DL or QL 8.88 £+ 0.41 16.69 £+ 2.07 13.68 10.91 1.11 £ 0.14 9.94 + 0.94 14.50 £ 0.71 15.85 £ 1.37 19.56 11.88
Cr 6.46 £+ 2.27 6.20 £+ 0.44 < DL or QL < DL or QL 2.78 6.64 £+ 3.11 4.33 £ 0.71 3.84 + 0.93 4.08 + 0.84 5.11 2.99
Cu 33.17 £ 0.86 28.95 £ 2.54 33.85 £ 5.31 31.63 24.71 30.32 £ 1.00 2743 £ 2.22 23.38 £ 1.14 21.32 + 1.07 23.66 18.25
Fe 142.87 £ 19.56  90.25 £+ 13.02 126.10 + 21.81 149.94 265.99 99.92 + 11.62 103.61 + 15.89 94.60 £+ 14.05 78.23 + 9.54 137.82  88.74
K® 10.61 £+ 0.13 19.81 £ 0.66 39.91 +£ 4.31 33.63 7.67 12.45 £ 0.42 15.49 4+ 1.49 19.67 £+ 1.36 21.53 + 1.22 30.66 5.72
Co2 Mg @ 5.60 + 0.14 4.85 + 0.35 5.12 £ 0.07 3.35 4.33 6.05 &+ 0.05 5.34 + 0.44 4.79 + 0.13 4.41 + 0.18 4.66 3.74
Mn 56.99 £+ 1.07 94.09 £ 3.68 170.71 + 28.41 121.45 35.99 56.50 £ 2.99 83.58 £+ 8.86 87.72 £ 3.03 72.99 + 1.19 88.75 33.44
Na @ 61.59 £ 2.20 62.47 + 4.17 71.60 = 58 35.92 8.28 62.28 £+ 0.30 73.13 £+ 7.52 67.25 £ 0.54 55.85 + 5.60 63.73 8.20
Ni 1309 4+ 0.85 12.87 £ 0.80 16.29 £+ 2.88 15.90 10.09 6.46 £+ 0.21 5.69 + 0.54 5.39 + 0.38 5.17 £ 0.26 5.75 4.00
P® 13.75 £ 0.26 12.50 £ 0.99 14.41 £ 0.08 9.23 13.11 13.62 £ 0.17 12.18 £+ 1.00 11.36 &+ 0.44 11.03 £+ 0.48 11.79 10.50
Si 33.45 £ 0.58 32.87 £ 4.61 70.64 + 20.44 71.12 15.55 38.51 £ 2.33 38.84 £ 9.26 36.15 £ 2.88 32.69 + 2.28 26.87 18.64
Ti 3.21 £ 0.35 5.01 £ 0.39 < DL or QL < DL or QL 3.34 3.86 £+ 0.42 5.40 &+ 0.68 4.88 + 0.34 4.30 + 0.42 4.93 3.08
Zn 18.32 £+ 3.17 54.25 + 23.52 127.04 +£15.46 348.56 5.47 91.09 + 3.07 100.31 £ 9.54 104.93 £ 7.24 94.65 + 3.11 102.81  59.25

Co2: As, Hg, Pb, Sh, Se and Sn were under detection or quantification limits in both “A” and “B” plantlets

(*) mean concentration values and sd in mg mg* of dry matter

() analyses were made on non-germinated plantlets



2.2.4 Conclusion

Rapid population growth and its
increasing food demand made water
shortage and wastewater, as industrial
discharged waters, reuse a crucial economic,
environmental and sanitary issue. As a
much cultivated crop, a bioassays accurate
indicator and a controversially high metal
as Cd accumulator plant, lettuce appeared
to be a good model to study metals
ecotoxicological effects. The results of this
study, besides the DW from ST industries
daily chemical variability, indicated that,
considering GR and metal uptake, (i)
ecotoxicological lettuce sensitivity appeared
to rely mostly on variety, Appia being more
sensitive than Batavia, (ii) the 2 varieties
seemed to follow the same uptake pattern,
in spite of higher measured concentrations
in Appia’s variety, (iii) it is difficult to
know exactly how metallic and non-metallic
compounds might interact (antagonism,
synergy...) and affect this plant germination
and early stages of development. As we did
not show differential uptake pattern and as
Cd plant uptake could not be linked to its
differential ~ distribution (Wagner, 1993;
Clemens, 2006), further investigations about
lettuce variety differences might determine
differential

translocations. We also suggest to carefully

metals and nutrients

chose the bioindicator variety and to
mention it in next studies
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2.3 Conclusions & Perspectives

Les différences d’accumulation des ETMs sont relativement connues, pour
différentes especes végétales comme le mais, le blé, le riz etc. (Koeppe, 1977 ; Zhou et
al., 1994 ; Siedleka, 1995 ; Clemens, 2006). Afin d’affiner ces résultats, il semble
raisonnable d’envisager de doser, pour chaque wvariété, chaque segment de laitue de
fagon séparée (Figure II. 3 ; Raskin et al., 1994 ; Siedlecka, 1995) : racine, tige et
cotylédons des plantules de variétés A et B. Car si les patterns de concentrations
d’ETMs mesurées tendent a étre semblables, il semble également que les stratégies de
ces deux variétés soient différentes : I'une excluant (excluder) et l'autre accumulant

(includer ou accumulator) (Baker, 1981).

F
& Pb
- ¥ [:Ced Sn Zn
A CU Ti Ni
& Co Ag Mn
= C
S Mo r
8 r
v V

Niveau d’accumulation : [llll- fort @ - moyen []- bas

Figure I1.3. Différentes tendances d’accumulation et de distribution d’ETM en fonction de
la partie végétale (racine, tige, feuille) de la plante (d’apreés Siedlecka, 1994).

Remarque : Si la capacité d’accumuler des métaux, du Cd en particulier, est
discutée, elle est néanmoins acceptée pour une certaine partie de la communauté
scientifique (Mahler et al., 1978 ; Logan et al., 1997 ; Alexander et al., 2006). Certaines
études tendent méme a montrer que de faibles concentrations de Cd auraient un effet
positif voire stimulant sur la croissance de certaines plantes (Mahler et al., 1978 ; Khan
& Khan, 1983 ; Kennedy & Gonsalves, 1987 ; Agzizian et al., 2011 ; Zorrig et al.,
2013)..Le cadmium serait-il en passe d’étre considéré comme un nouvel oligo-élément

pour les plantes, comme le nickel il y a quelques années 7
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Toutes les expériences n’aboutissent pas a la publication d’un article
(). Leurs résultats n’en sont pas moins intéressants. Les deux chapitres
suivants regroupent et présentent deux expériences de tests de germination,
lune sur des déchets solides (Chapitre 3), l'autre sur la capacité de
régénération des semences non germées (Chapitre 4), menées au cours de ce

doctorat.
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3 ETUDE PRELIMINAIRE I :
DECHETS SOLIDES

3.1 Introduction

3.1.1 Contexte

“Recyclage”, “Reuse”, “Alternative™, .., tous ces mots sont socialement,
politiquement mais aussi économiquement et scientifiquement a la mode. Sans entrer
dans des considérations politico-écologistes, ces recyclages et réutilisation de produits et
substances sont parfois un unique moyen de survie : 'utilisation de rejets municipaux
ou industriels est parfois le seul moyen d’irriguer et d’amender les champs quand 'eau
potable est une denrée rare (e.g. Vazquez-Montiel et al., 1996 ; Mapanda et al., 2005).
Hors ces eaux, ces boues ne sont pas exemptes de produits polluants (ETMs, PAHs,
etc...). Les études concernant les risques de l'utilisation de ces déchets anthropiques
sont de plus en plus fréquentes, d’autant plus fréquentes qu’elles touchent la santé
humaine (Bahri & Brissaud, 1996 ; Renoux et al., 2001 ; Mohsen & Jaber, 2003 ;
Lubello et al., 2004 ; Lopez et al., 2006 ; Salgot et al., 2006 ; Huertas et al., 2008 ;
Fatta-Kassinos et al., 2011..). C’est dans ce contexte de réutilisation des déchets
d’activités humaines que j'ai été amenée a expérimenter le test de germination “laitue”
sur un produit solide (des cendres), lors de mon stage a I’Ecole de Technologie
Supérieure de Montréal au Québec. Classiquement, ce sont plutot des tests de
croissance qui sont utilisés pour tester les polluants solides. Néanmoins, leur durée (28
jours) était dans ce contexte particulier un handicap plutét qu'un net avantage. Il a
donc été convenu d’adapter le test de germination a la contrainte solide du matériau
évalué. Les résultats présentés ne sont que des résultats préliminaires, qui ne traitent
que de I’éventuelle toxicité des cendres et non des lixiviats. Ayant signé une clause de

confidentialité, le nom et les détails des procédés d’incinération seront tus.

! Tout comme “Phytoremediation” ou “Phytoextraction” (e.g. Cloutier-Hurteau et al., 2014).
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3.1.2Cendres & Procédés d’incinération

Les résidus solides (cendres; Figure [1.4) sont obtenus apres gazéification
(incinération & haute température) de déchets domestiques comme les plastiques,

papiers, carton, résidus alimentaires...

Figure II.4. Cendres brutes (a) et broyées (b) disposées dans une boite de Pétri.

On note que ce systeme laisse intacts les métaux et le verre, la température
étant insuffisante pour générer la fusion de ces déchets (mais évite ainsi I’émission de
dioxines dans 'atmosphere). Le systéme en lui-méme est un systeme en circuit fermé
alors dimensionné pour de petites structures (hopital, hotel, navires..). Un des
arguments de vente de 'appareil (notamment pour les hotels) est la possible utilisation
des résidus comme amendement des jardins voire des potagers. Des tests internes
avaient été réalisés auparavant sur du radis Raphanus sativus, mais avec adjonction de
terre et/ou compost (test de croissance) pouvant biaiser les résultats. J’ai donc réalisé
un pool de tests “préliminaires”, dans la mesure ou le protocole du test de germination

devait étre adapté a la nature solide du rejet testé.
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3.2 Materiel & Meéthodes

3.2.1Cendres

A Tinstar des RITS, la composition (“recette”) des cendres dépend de lactivité

journaliére de I'industriel. Ici les cendres étaient composées comme suit (Figure 11.5) :

Chiffons
5%

Matiéres Plastiques
10%

Papiers

15% Nourriture

50%

Cartons _~
20%

Figure I1.5. Recette des cendres utilisées lors de cette étude préliminaire.

Des cendres “brutes” ont été récupérées. On entendra par “brutes”, les cendres
non modifiées apres incinération (broyage, mouillage..). Le broyage des cendres a été

réalisé a la main a l'aide d’un mortier et d’un pilon en agate.

3.2.2Semences

Les semences utilisées lors de ces expériences étaient de la variété « Regina
d’estate », ou Reine de mai en francais, qui est une laitue dite Pommée, tout comme la
Batavia dorée de printemps, la Kinemontepas, la Grosse Blonde Paresseuse ou I’Appia.
Les semences ont classiquement été conservées a l'abri de la chaleur, de 'humidité et

de la lumieére.

3.2.3Protocoles

Les différents protocoles sont présentés et résumés dans le Tableau [1.15 suivant.
Etant donnée la texture tres hydrophobe des cendres, il m’a été impossible de réaliser
une solution mere, puis des solutions filles a distribuer dans chaque boite. C’est la
raison pour laquelle une masse identique de cendres par triplicatat a été déposée et

répartie uniformément dans le fond de chaque boite. Ce qui explique également
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pourquoi le Tableau I1.15 présente bien des masses boite! et non des g L'!. Un tableau

de convertion est consultable en Annexes (Tableau V.3).

Tableau II.15. Synthése des 4 expérimentations préliminaires concernant 1’évaluation de
P’écotoxicologie de résidus d’incinération solides via des tests de germination sur L. sativa

var Regina d’estate.

Gamme de masses testées Contact

Protocole Cendres R Nomenclature
[g boite™] semences/cendres
condition 1 : 0,2 C1
11 broyées direct
condition 2 : 0,4 C2
A recouvrement du fond de la direct direct
12 brutes R
boite indirect™ indirect
0,004 ; 0,02 ; 0,04 ; 0,1 ;
i 111 broyées ’ o direct Aal
(figure V.4) 0,2;04:;06;08;1
broyées AaD
112 0,025 ;0,05 ; 0,1 ;0,25 indirect™
brutes AaD’

* cendres disposées entre 2 et 1 filtres (en sandwich) (volume ajusté au nombre de disques d 6 mL)

3.2.4Statistiques

Les tests de germination ont été comparés via des tests de Chi? et les longueurs
(racinaires et totales) via des tests de Tukey (p value < 0,05). Tous ces tests ont été
réalisés avec le logiciel R (2.15.1) (R Development Core Team, 2013, www.r-

project.org). Les courbes dose-réponses et les CEs ont été calculées selon le modele de

Hill via la macro Excel Regtox (EV 7.0.6).

3.3 Résultats

3.3.1 Germination

Les figures Figure 1.6 et I1.7 présentent les taux de germination des protocoles
I1 et 12 (¢f. Tableau 11.15). Les GR des conditions 1 et 2 du premier protocole sont
significativement différents du témoin (p wvalues respectivement égales a 0,0058 et
0,002) mais pas différents entre eux (p = 0,86) : il n'y a pas de différence d’effet de
germination entre. La conclusion est identique concernant le protocole 12. En effet, bien
qu’inférieurs au témoin (GR= 93 % ; p< 0,005), les GR des semences mises en contact

direct (53 %) ou indirect (52 = 1,7 %), avec des cendres brutes ne sont pas différents (p
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= 1). La quantité, faible, et le mode de contact ne modifient donc pas leffet,

significatif, des cendres sur la germination des laitues.

La compilation des résultats des tests du protocole II1 et leur modélisation sous
forme de courbe dose réponse (Figure 11.8) permettent l'estimation de la CEs de
cendres broyées, en contact direct avec les semences. Le plateau de tolérance est tres
large : effets des cendres ne sont significatifs qu’a partir de masses supérieures a 0,6
boite! (soit 100 g L' ; traitements H et I ; p < 0,001). A nouveau, que les cendres
soient brutes ou broyées, en contact indirect, les taux de germination des traitements
ne sont pas différents du témoin (Figure 11.9 ; p > 0,05), sauf le traitement D’, a la fois
différent du témoin (p = 5,49.107) de de son traitement “miroir” D (p = 0,00012). On
note qu’en contact indirect, les effets des cendres broyées s’observent plus tot (0,25 g
par boite, équivalent a 62,5 g L!) qu'en contact direct (a des quantités de cendres
inférieures (0,6 boite?, soit 100 g L7), il semble donc néanmoins avoir un effet du

contact sur 'écotixicité des cendres sur les semences de laitue.

100%

70%

Germination [%]

T c1 (@]
Traitement

Figure II.6. Germination [%] de semences de laitue selon le traitement attribué : T, les
témoins, C1 et C2, les conditions 1 et 2 (0,2 et 0,4 g par boite).
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Figure II.7. Germination [%] de semences de laitue selon le traitement subi: T, les

témoins, contacts direct et indirect des semences avec les cendres broyées.

Figure II.8. Courbe dose réponse et CEs5 (152,38 g L') des semences en contact direct

les cendres.
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Témoins | A
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Traitement Cendres broyées

Figure IL.9. Germination [%] de semences en contact indirect avec des cendres brutes ou

broyées a certaines concentrations.

3.3.2Elongation

Si 'on condidere le ratio de la longueur racinaire RL avec la longueur totale TL

(RL/RT), on remarque qu’il diminue, par rapport au témoin, significativement de la

méme facon que le GR pour les protocoles I1 et 12 (Figures I1.10 et I1.11 ; RL/TL=
0,21 et 0,22 pour respectivement C1 et C2, p < 2.10% ; RL/TL= 0,17 et 0,22 pour

respectivement le contact direct et indirect,p < 2.10). Cette diminution refléte une

diminution des longueurs racinaires.

RL/TL
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Figure I1.10. Variations du rapport RL/RT selon le traitement subi par les semences : T,
les témoins, C1 et C2, les conditions 1 et 2.
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Figure II.11. Variations du rapport RL/RT selon le traitement subi par les semences : T,

les témoins, direct et indirect le type de contact avec les cendres.

L’¢longation, qu’elle soit racinaire ou totale, est une information subletale. C’est
la raison pour laquelle, elle est plus fine et plus complexe a analyser : un polluant, un
contaminant sans étre mortel peut avoir des effets ! Si les taux de germination des
différents traitements n’étaient pas différents du témoin avant les traitements H et I, il
n’en est pas de méme pour le ratio RI/RT (Figure 1111 et Tableau I1.16). I semble en
effet que le traitement A, d'un point de vue germination et élongation, ne soit pas
différent du témoin (p = 0,44). En revanche, le ratio de A (0,41) est différent de tous
les autres traitements (p < 10° voire 101°). A partir du traitement D, il semble que les
effets des cendres sur ’élongation ne soient plus significativement différents entre eux :

ils restent toujours différents du témoin.

1,0 -
09 -
0,8 -
.
0,7 -

06 -

0,5

L LITEILE

RL/TL

0.2 -

0,1 -

0,0 T T T
Témoins A B E D E F G H 1

Traitement

Figure II1.12. Variations du rapport RL/RT selon le traitement subi par les semences : T,

les témoins, A a I, les concentrations croissantes de cendres (cf. Tableau I1.15).
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Tableau II.16. Résultats des comparaisons des ratios des différents traitements du

protocole II1 (Test de Tukey).

p value | Témoins A B C D E F G H I
< 2,101

A 8,7.10°  1,57.10° <210
B 0,99 3,96.10° 6,8.10° 3.107  6,2.10° 0,19 0,105
C 0,0138 3,8.10° 2.10°% 3,53.10° 0,063 0,188
D 0,945 0,673 0,934 1 1
E 0,999 1 0,898 0,999
F 0,999 0,588 0,979
G 0,881
H
I

Pour la derniére série de tests, les rapports RL/RT de tous les traitements sont

statistiquement différents du rapport témoin (pour le traitement A p= 0,00267 ; pour

tous les autres traitements p < 2.10'%). On remarque également que si RL/RT décroit

au sein d’un type de traitement (cendres brutes ou broyées), les indices des traitements

“miroir” ne sont pas différents (A/A’: p = 0,05; B/B’: p =10,97; C/C": p =0,36;

D/D’: p = 0,53).
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Figure I1.13. Variations du rapport RL/RT selon le traitement subi par les semences.
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3.3.3Récapitulatif

Tableau I1.17. Synthése des résultats des tests préliminaires de germination opérés sur des

cendres.
Protocole I1 111 12 112
Etat cendres broyées broyées brutes broyées/brutes
Traitement contact direct direct direct /indirect indirect
concentrations 2 gamine a recouvrement gamme
Germination N 20 % CE50 ~150 g L! N 40 % N 10420 %
RL/TL N 50 % N30 % N 45 % N 45 %

3.4 Discussion & Conclusion

Particulierement envisagé dans le domaine agricole (cf. Section II, Chapitre 2),
I'amendement de substances polluées, quelle que soit leur nature (solide, liquide) ou
leur degré de pollution, est un sérieux probleme écologique, économique mais aussi
sanitaire. Les conclusions des études menées a ce sujet sont d’ailleurs tres souvent
mesurées, les enjeux concernant la santé humaine étant trop importants, a court,
moyen et long terme (e.g. Bahri & Brissaud, 1996 ; Al-Laham et al., 2003 ; Chen et al.,
2005 ; Bixio et al., 2006 ; Barbagallo et al., 2011 ; Fatta-Kassinos et al., 2011 ;
Kalavrouziotis et al., 2011 ; Jung et al., 2014 ; Barbosa et al., 2014).

En l'état actuel des expériences préliminaires menées ici, on peut dire que si
I'état (broyé ou brut) des cendres importe peu, ces résidus ont néanmoins un effet sur
non seulement la germination, mais aussi sur I’élongation des plantules, en particulier
sur la longueur racinaire. Il parait en revanche essentiel de souligner de possibles biais a

ces tests exploratoires :

e [’hydrophobicité des cendres, broyées commes brutes, a rendu la mise en
contact direct tres compliqué a partir des concentrations les plus fortes ;

e Le principe du contact indirect ressemble plus au principe des tests d’évaluation
de la toxicité de lixiviats.
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4 ETUDE PRELIMINAIRE II :
REGENERATION

4.1 Contexte : quid des semences non germées ?

Cela peut paraitre trivial, mais les tests écotoxicologiques comme le test de
germination peuvent se révéler étre problématiques, dans la mesure ou la germination
peut étre considérée comme un critere non létal, par opposition aux tests ou les
indicateurs meurent. Les semences végétales sont l'organe le plus résistant d’une plante,
pouvant rester en dormance en attendant le retour de conditions environnementales
plus propices a la germination (Vleeshouwers et al., 1995 ; Khan et al., 2001). Les
réponses écotoxicologiques de la laitue dépendent, entre autres, de la composition du
rejet, de la solution testée. Au cours de ce doctorat, si certains RITS étaient légerement
pollués, d’autres étaient particulierement toxiques. Une question peut alors se poser :
les semences non germées' étaient-elles mortes 7 Cette étude préliminaire avait donc
pour but de tester la capacité de regénération des semences, arrosées, et restées 7 jours

en contact avec un RITS.

4.2 Matéeriel & Meéthodes

4.2.1 Protocole

Le protocole présenté en Section I (Figure [1.12) a subit de légeres modifications
pour cette étude. En effet, si la premiere partie du test reste classique, les semences
arrosées avec du rejet non germées apres 7 jours ont été replacées sur des disques de
papier filtre neufs, dans des boites de Pétri neuves (15 par boite), mises en contact avec

uniquement de ’eau osmosée et remises 7 jours a 1’obscurité.

! Tci les semences non germées sont les semences qui ne présentent aucunes différences morphologiques avec les semences
avant le début du test.
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Figure I1.14. Protocole de I’étude préliminaire II.

4.2.2 Rejet
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La premiere partie du protocole (cf. Figure I1.14) implique ['utilisation d'un

RITS. L’analyse de ce rejet est présentée dans le tableau suivant.

Tableau I1.18. Analyse du RITS testé dans cette étude.

Parameétre / Substance  Valeur  Unité Paramétre / Substance Valeur  Unité
pH 8,2 DCO NF T 90-101 584 mg/L 02
Indice hydrocarbure < 0,1 mg/L MES filtre Millipore AP40 25 mg/L
Chrome 0,25 mg/L Azote Kjeldahl 50,2 mg/L N
Chrome hexavalent < 0,01 mg/L Azote Global — calcul - 217 mg/L N
Cuivre < 0,004 mg/L Nitrates 663 mg/L NO3
Cyanures oxydables au chlore < 0,02 mg/L Nitrates exprimés en N 149,8 mg/L N
Fer 1,3 mg/L Nitrites 57,1  mg/L NO2
Fluorures 0,35 mg/L Nitrites exprimés en N 17,36 mg/L N
Nickel 0,64 mg/L Phosphore total 0,16 mg/L P
Zinc 1,9 mg/L Chlore libre 0,217 mg/L

4.2.3 Remarques

Les tests de germination ont été réalisés avec des semences de Batavia dorée de

printemps. Seul le taux de germination GR a été calculé pour cette étude.
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4.3 Résultats & Discussion

Dans un premier temps, il convient de considérer le taux de germination du rejet
non dilué (Tableau I1.19). Sa charge métallique était relativement faible (Tableau
[1.18), ce qui peut expliquer le taux de germination relativement élevé dans la mesure
ou l'on ne peut calculer aucune CEs. On note que la différence avec les résultats
témoins n’est pas largement significative puisque p = 0,05. Le rejet a eu un effet
suffisant pour inhiber la germination de semence et permettre la réalisation de la partie

2 du protocole.

Tableau II.19. Résultats de germination des tests réalisés des parties 1 et 2 de I’étude.

Protocole GR [%]
Témoins : 100
Partie 1
Rejet pur : 68,88 + 12,57
Partie 2 100 %

Intuitivement, on ne s’attend pas a voir les semences germer : “elles n’ont pas
germé, elles sont mortes.” Si la résistance et la capacité de regénération des semences
végétales est testée, vérifiée et particuliecrement étudiée pour les expeces végétales
halophytes et/ou soumises a des conditions environnementales et climatiques extrémes
(Ungar, 1962, 1978, 1982 ; Pujol et al., 2000 ; Koorneef et al., 2002 ; Nichols et al.,
2009 ; Ahmed & Khan, 2010), cette courte étude préliminaire montre que les semences
de laitues “considerent” la mise en contact avec un RITS comme des conditions
hostiles. Une fois que ces conditions reviennent a la normale (contact avec de l'eau

osmosée “propre”), la germination se déroule normalement (100 % de germination).

4.4 Conclusions & Perspectives

Il apparait nécessaire de nuancer mon propos, et surtout les interprétations qui
pourraient en découler. Ces résultats ne remettent en aucun cas en cause la pertinence
et la validité de l'utilisation de semences végétales, a fortiori celles de laitues, lors de
tests écotoxicologiques. Au méme titre que les tests réalisés grace a des indicateurs
animaux ou microorganiques, le test “laitue” fournit une certaine gamme de résultats et
d’informations qu’il faut manipuler et interpréter avec le recul nécessaire a tout

diagnostic scientifique.
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Un complément de recherche pourrait étre réalisé en suivant le protocole
présenté par la Figure [1.15 ci-dessous, tout en gardant a l’esprit la possibilité de
réaliser ces tests sur différentes variétés de laitues. On pourrait également utiliser un

autre RITS dans la partie 2.
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Non germéesd K

/

Eau Osmosée

Partie #2 > =« semences GR, RL/RT, Dosage ICP

.

Figure I1.15. Perspectives d’approfondissement de 1’étude préliminaire II.
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BILAN DE LA SECTION II
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SOLUTIONS SYNTHETIQUES

L’évaluation de 'écotoxicité d’'un RI en général, RITS en particulier, ne se limite
pas au test du rejet seulement (pur ou dilué). Il est également important d’identifier
clairement les principaux responsables de la toxicité du mélange afin de redoubler les
efforts d’amélioration des procédés (e.g. optimisation du fonctionnement des bains) et
de traitement des effluents, en aval du relargage en milieu naturel. Etudier et définir les

métaux a abattre s’opére en plusieurs étapes :

e définir I’écotoxicité individuelle, ou single toxicity', de chaque métal via le calcul
de CEs de solutions synthétiques monométalliques (aux concentrations de facto

irréalistes) ;

e générer, puis tester, des solutions synthétiques de plus en plus complexes, a
concentration de rejet (mimes, aux concentrations réalistes) ;

e modéliser les comportements éventuels des ETMs entre eux wvia des modeles
d’additivité, d’antagonisme, d’indépendance d’action etc (c¢f. These de J.
Charles, 2012).

Cette partie du manuscrit traite des tests de germination réalisés sur des
solutions synthétiques :
e monométalliques, et de la définition de CE50 pour douze ETMs (Chapitre 1) ;

e polymétalliques, et la comparaison de leurs réponses écotoxicologiques avec celles
de rejets purs (Chapitre 2) ; et également

e polycontaminées par des ETMs et des molécules organiques (Chapitre 3).

' Ou encore single tox
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1 SOLUTIONS MONOMETALLIQUES

« Rien est poison, tout est poison, seule la dose fait le poison ». J'ai déja évoqué
les ETMs (Section I, Chapitre 2): ces éléments, qu'ils soient ETMpt ou ETMss,
n’échappent pas a la régle et sont intrinsequement toxiques. La question qui subsiste
est “a partir de quel point, quelle dose, quelle concentration, un ETM est-il toxique 7.
Si les CEs; de produits polluants sur certains organismes sont tres largement
documentés (e.g. Daphnia magna), pour d’autres indicateurs biologiques, pourtant
couramment utilisés en écotoxicologie (e.g. Gammarus pulez, Lactuca sativa), il persiste
de nombreuses lacunes, notamment pour les ETMs (Charles, 2012). C’est dans ce but
que les expériences présentées dans ce chapitre ont été réalisées, afin de 1/ définir la

CEso de quatorze ETMs, et 2/ classer ces ETMs selon leur phytotoxicité.

Des résultats antérieurs par Manet (2007') puis Sancey (2011?) ont démontré
et/ou confirmé l'importance des contre-ions dans certaines réactions chimiques et
biochimiques (e.g. formation de micelles) et leurs conséquences écotoxicologiques (e.g.
réponses écotoxicologiques). Qu’est-ce qu’un contre-ion ? D’apres I'International Union
of Pure and Applied Chemistry ITUPAC (Everett, 1972), un contre-ion est « un ion de
masse moléculaire faible et de charge opposée a la charge de [’ion central ». Citons
comme exemple, la toute simple molécule du sel, aussi connue sous le nom de chlorure
de sodium. L’ion central, le sodium Na, est chargé positivement : Na'. Le sodium
s’associe avec un contre-ion, ici le chlorure, de charge opposée, CI', ce qui génere un
complexe équilibré. Il existe de tres nombreux contre-ions, de taille, de charge et de
forme différentes : hydroxyde, sulfate, formiate, chlorure, bromure, acétate, chlorure,
propionate, nitrate etc. Les résultats des tests de germination de solutions synthétiques
de différents contre-ions du cuivre et du nickel seront également présentés dans ce

chapitre.

! Dans ses travaux de doctorat, S. Manet démontre U'effet du contre-ion sur les propriétés physico-chimiques de tensioactifs
(amphiphiles) cationiques dimériques.
? Dans ses travaux de doctorat, B. Sancey confirme Pécotoxicité différentielle de contre-ions (sulfate et nitrate),

expérimentalement et bibliographiquement en reportant les travaux de Verliere & Heller (1981) et Mohanapriya (2006).
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1.1 Matériel & Meéthodes

1.1.1 Tests de germination

Les tests de germination ont été réalisés sur des semences de Batavia dorée de

printemps, classiquement, sans adaptation particuliere (Section I, Point 3.3.1.).

1.1.2 Solutions métalliques

Toutes les solutions ont été réalisées a partir de réactifs de laboratoire, en
poudre, « conformes a la pharmacopée européenne », dissouts dans de 1’eau osmosée.
Le pH des solutions a ensuite été ajusté entre 5,5 et 9,5. Le Tableau III.1 reporte les
différents contre-ions du cuivre et du nickel utilisés et testés. Le Tableau II1.2, quant a

lui, présente les quatorze ETMs (plus bore et fluorure) testés.

Tableau III.1. Gamme de concentrations de cuivre et de nickel, sous différentes formes, en

solutions synthétiques, testées lors de bio-essais de L. sativa (var B).

Gamme de concentration

Elément Contre-ion Formule (g L]
Acétate CH;COO-
Cuivre Chlorure Cr 0*-50-100-150-200-250-300
Sulfate SO.*
Chlorure Cr
Nickel Nitrate NOs 0*-50-100-150-200-250-300
Sulfate SO.*

* la concentration “zéro” correspond aux témoins

Tableau III.2. Gammes de concentrations de 12 ETMs différents, en solutions synthétiques

monométalliques, testées lors d’essais écotoxicologiques de L. sativa (var B).

Elément Concentration Elément Concentration
[mg L1 [mg L]
Ag 0-10-25-50-75-100-150-200-250-300 F 0-25-50-62,5-75-87,5
Al 0-10-25-50-75-100-150-200-250-300 Fe 0-10-50-100-500-1000-2000-5000
B 0-25-50-75-100-150-200-300-400 Mn 0-10-50-100-500-1000-2000-5000
Cd 0-100-200-250-300-350-400-450-500-550-650-800-1000 Ni 0-50-100-150-200-250-300
Co 0-10-50-100-200-300-500-750-1000 Pb* 0-10-20-30-40
Cr 0-10-20-50-100-200-300 Sn 0-10-25-50-75-100-150-200-250-300
Cu 0-50-100-150-200-250-300 Zn 0-50-100-150-200-250-300-350-400

* ]a solubilité du sulfate de plomb est de 42,5 mg L. C’est pourquoi la concentration de la solution mére n’est pas supérieure a
cette valeur
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1.2 Résultats & Discussion

La Figure II1.1 présente les différentes CEs calculées a partir des résultats des
tests de germination lancés sur les solutions synthétiques mentionnées dans le Tableau

III.1.
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140 -

120 -
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100 - 87,37

80 - 68,5

60 -
43,92

CE;, [mg L]

40 1 26,65

20_ .
0

lChlorure Acétate Sulfatel LNitrate Chlorure SulfateJ

Cuivre Nickel

Figure III.1. CEs;¢s croissantes du cuivre et du nickel, respectivement sous forme chlorure,

acétate, sulfate, et nitrate, chlorure et sulfate.

Ces résultats permettent de classer les contre-ions testés en fonction de leur effet

croissant sur ’évaluation de ’écotoxicité des deux métaux testés :

e pour le cuivre : chlorure > acétate > sulfate ;
e pour le nickel : nitrate > chlorure > sulfate.

Ces ordres de toxicité des contre-ions sont similaires aux ordres trouvés par
Sancey (2011). Afin d’éviter “d’ajouter” de la toxicité aux métaux testés par le choix
d’un contre-ion plus toxique, par la suite fous les métaux utilisés en solution
synthétique (mono- et poly-contaminées) seront sous la forme la moins toxique. Ainsi,
les ETMs testés dans ce chapitre (Tableau I11.2) sont sous forme sulfate SO,*. Les
résultats des tests de germination des solutions métalliques a base de ces ETMs sont

récapitulés dans le tableau suivant (Tableau 111.3).
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Tableau II1.3. CE; de 14 ETMs, testés sous leur forme sulfate, en solutions synthétiques

monocontaminées sur L. sativa var Batavia dorée de printemps.!

Elément CEs¢ [mg L] Elément CEs [mg L]
Ag 37,5 (pH 5,5) ; 52,9 (pH 8,5) F 755
Al 237 Fe 496,6
B 151,8 Mn n.d.
Cd 64,37 Ni 68,5
Co 240,5 Pb n.d.
Cr 264 Sn 26,7 (pH 5,5)
Cu 172,7 Zn 46,5

n.d. : non déterminé

Si les ordres de classement des écotoxicités des contre-ions sont similaires avec
de précédents travaux, les ordres de grandeurs et de classement des CEs des ions
(centraux) métalliques étudiés dans ce chapitre sont tres différents des résultats

“référents”, comme représenté dans la figure suivante.
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Figure III.2. Classement d’ETMs (ETMpt en gris ; ETMss en noir) sous forme sulfate selon
leur CE5o (haut : Sancey, 2011 ; bas : cette étude).

! Les CEso présentées dans ce tableau sont exprimées en mg de [’élément testé par litre de solution.
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Ces différences s’expliquent principalement par la “lecture” des semences. Les
criteres de définition d’une semence germée (quand ils sont mentionnés) varient d'une
référence bibliographique a l'autre (Wang & Keturi, 1990 ; Arauja et al., 2001 ;
Fjallborg & Gustafsson, 2006 ; Di Salvatore et al., 2008 ; Young et al., 2011) dans la
mesure ou il ne s’agit pas d’'une germination au sens physiologique du terme, la

¢

germination “vraie”, invisible sans dissection, débutant dans le péricarpe. Ces criteres
(en général, de taille) a nouveau doivent étre particulierement bien définis' afin de ne
laisser aucun doute possible quant au statut “germée” ou “non germée” de la semence a
I'expérimentateur. Cette observation est strement triviale, mais des différences de
criteres (e.g. une semence germée mesure au moins 3 ou b mm) et/ou d’interprétation

de la part du lecteur peuvent avoir d’importantes conséquences sur le diagnostic

écotoxicologique global du produit testé.

1.3 Conclusion & Perspectives

Les ETMs testés n’ont donc pas les méme valeurs de CEs, qu’ils soient ETMpt
ou ETMss. Si cette conclusion est intuitivement prévisible?, le classement de ces ETMs
selon l’évaluation de leur toxicité individuelle par la laitue ne l’est pas pour autant.

L’ordre ici défini, du plus au moins toxique :
e Sn, Ag, 7Zn, Ag, Cd, Ni, F, Al, B, Cu, Co, Cr, Fe,
est différent de celui défini par Sancey (2011) :
e C(Cr, Cd, Pb, Ni, Al, Ag, Cu, F, Sn, B, Zn.

On a vu que les criteres de lecture et I'expérimentateur peuvent étre a l'origine
de ces différences. Soulevons également un point chimico-mathématique incontournable,
qui est pourtant parfois oublié¢ : la stoechiométrie et ses fameux rapports. Prenons par
exemple le plomb : le sulfate et le nitrate de plomb ne sont pas deux formes légerement
différentes du plomb. Ces deux produits ont des propriétés physico-chimiques
différentes comme la température de fusion (respectivement 1087°C et 269,85°C), la
solubilité dans l'eau (42,5 mg L' contre 520 g L) ou encore la masse molaire (303,3 g
mol™ et 331,2 g mol). Cette derniére caractéristique est particulierement importante et

génératrice d’erreurs de calculs de concentrations des solutions synthétiques dites

! D’autant plus qu’ils ne sont fixés nulle part.
2 ¢ Rien ne s’obtient sans computation, méme la plus extraordinaire des intuitions. »

Edgar Morin (1921- ), sociologue et philosophe francais.
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“meres”. Nous avons dans toutes nos expériences impliquant des solutions synthétiques,
mono- ou poly-métalliques, veillé a exprimer les concentrations en fonction de ’élément
métallique testé et non pas en fonction du complexe ETM et contre-ion. Ainsi, une
solution mere de sulfate de plomb ne contient que 68,31 % de plomb. La nuance peut
paraitre ténue, mais encore, les conséquences en termes de diagnostic environnemental

peuvent étre importantes.

On a vu précédemment (Section II, Chapitres 2 et 3) que la variété de laitue
utilisée lors d’un test de germination importait énormément sur I’évaluation finale (GR,
GI, RL et RT) de I'écotoxicité d'un rejet industriel. Nous avons réalisé d’autres tests en
parallele de I’évaluation de la toxicité de RITS, afin de pouvoir comparer 1’écotoxicité
de certains ETMs en solution synthétique sur la Batavia avec la GBP. Les résultats

sont présentés dans le tableau suivant.

Tableau III1.4. CEs5s de 5 ET